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Knochendefekte stellen in der Skelettchirurgie eine besondere Herausforderung dar. Als ,,Goldstan-
dard“ der Behandlung gilt bis zum heutigen Tag das Auffiillen mit patienteneigener Spongiosa. Vor-
wiegend aus dem Beckenkamm gewonnen, wird zur Entnahme des Knochengewebes aber ein Zweit-
eingriff notwendig, der zuséitzliche Risiken wie Blutungen, Infektionen, Hypésthdsien und Schmerzen
an der Entnahmestelle in sich birgt. Alternativ steht heute allogenes Knochengewebe zur Verfiigung.
Allogener Knochen ist zwar in ausreichender Menge vorhanden, jedoch birgt auch diese Moglichkeit
der Therapie Probleme. Im Vordergrund steht dabei ihre geringere biologische Wertigkeit durch ver-
schiedene Desinfektionsmafinahmen. Gleichzeitig verbleibt immer auch ein Restrisiko fiir Infektionen
mit dem HI- Virus oder Hepatitis C. Auch wirtschaftliche Aspekte beim Fiihren und Unterhalten einer
Knochenbank spielen eine Rolle. Aus diesen Griinden hat sich heute die Behandlung mit Knochener-
satzstoffen etabliert. Zu den wichtigsten Vertretern zahlt das Hydroxylapatit. Seine ambivalenten Ei-
genschaften sind im Laufe der Jahre wiederholt getestet und beschrieben worden. Vorteilhaft fallen
seine Verfiigbarkeit und Sterilitdt auf. Als Nachteil muss seine geringe Resorbierbarkeit hingenommen
werden.

Seit geraumer Zeit ist ein nanopartikuldrer Hydroxylapatit (Ostim®, Firma Osartis GmbH & Co.KG)
auf dem Markt, der durch seine spezielle Konzeption genau dieses Defizit ausgleichen soll. In der
vorliegenden Arbeit wurde in einer tierexperimentellen Versuchsanordnung gepriift, wie der neue
Knochenersatzstoff allein und bei Augmentation mit autogenem oder allogenem Knochengewebe im
knochernen Lager integriert wird. Bei 60 weissen Neuseeldnder- Kaninchen wurde an den distalen
Femora ein Defekt kritischer GroBe gesetzt. Die Zeitabstinde der histologischen und histomorpho-
metrischen Untersuchung lagen zwischen zwei und zwolf Wochen. Primér konnte eine verstérkte
Knochenneubildung nach den ersten sechs Wochen post operationem fiir Ostim™ allein gemessen wer-
den. Im weiteren Verlauf zeigten sich nur noch vereinzelt signifikante Unterschiede, die jedoch als
zufdllig angesehen werden miissen. Es konnte kein kontinuierlicher Trend verbesserter Einheilung
oder Resorption fiir eine der beiden Augmentationsgruppen evaluiert werden. Histologisch zeigten
sich keinerlei AbstoBungsreaktionen oder Entziindungen, die Implantate wiesen eine gute Biokompa-
tibilitdt auf. Eine restlose Resorption konnte nicht beobachtet werden, auch nach zwolf Wochen lief
sich das Hydroxylapatit im Defektbereich nachweisen. Ostim” folgt damit der allgemein bekannten
Eigenschaft des Hydroxylapatits- der nur marginalen Resorption. Zusammenfassend zeigte sich, dass
die Eigenschaften von Ostim” bei Anwendung mit verschieden Knochengeweben an einem Tierde-
fektmodell unveréndert bestehen blieben.

Schulz, Mathias: Untersuchungen zur Osteointegration einer nanopartikularen Hydroxylapatit-
keramik in Verbindung mit verschiedenen Knochengeweben am Kaninchen. Halle, Univ., Med.
Fak., Diss., 77 S., 2007
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Einleitung

1 Einleitung

Die Behandlung von Knochendefekten ist in vielen Bereichen der Skelettchirurgie ein zentra-
ler Aspekt der Therapie. Insgesamt wurden nach Jerosch et al. [50] im Jahr 1990 allein in
Deutschland etwa 71 000 autogene und 25 000 allogene Knochentransplantationen vorge-
nommen. Goldstandard bei dieser Behandlung war bisher das autogene Spongiosatransplan-
tat. Durch einen Zweiteingriff mit seinen Komplikationsmoglichkeiten und durch die Tatsa-
che, dass gerade bei édlteren Patienten die Reserven an Spongiosa begrenzt sind, ergibt sich die
Notwendigkeit der Suche nach adédquaten Alternativen. Als Ersatzwerkstoff mit groferer Ver-
fiigbarkeit wurde in vielen Fillen ein allogenes Knochentransplantat verwendet. Es kann aber
weder die gleichen mechanischen Eigenschaften noch die uneingeschrinkte, immunologische
Unbedenklichkeit des autogenen Spongiosatransplantates ersetzen. Zusdtzlich miissen die
Kosten, die allein zur Fiihrung einer Knochenbank nétig sind, beriicksichtigt werden [45].
Knochenersatzstoffe aus Kalziumphosphat konnen eine Alternative fiir bestimmte Einsatz-
zwecke sein. Seit ihre biologische Vertriglichkeit nachgewiesen wurde [58], werden sie im
Klinischen Alltag im groBen Umfang eingesetzt [85]. Dabei kommen Hydroxylapatit und das
Trikalziumphosphat in ihrer Stochiometrie den im menschlichen Knochen vorkommenden
Kalziumverbindungen am néchsten [86, 97]. Zweck dieser Arbeit war es, die Eigenschaften
feinkristalliner Hydroxylapatitkeramik mit autogenem als auch allogenem Knochengewebe
am Tiermodell zu untersuchen. Fiir unsere Versuche verwendeten wir Ostim®. Dabei handelt
es sich um einen feinpartikuldren, phasenreinen, vollsynthetischen Hydroxylapatit, der in ei-
ner gebrauchsfertigen Applikationsspritze vertrieben wird und als pastése Substanz verab-

reicht werden kann.
Ziele der Untersuchung zu diesem Knochenersatzstoff waren:
1. Am Tiermodell Kaninchen den Verlauf der Einheilung von Ostim® allein, als auch
2. in Kombination mit autogenem und allogenem Knochen zu beobachten
3. und das Resorptionsverhalten sowie die Osteointegration von Ostim® histologisch

qualitativ und histomorphometrisch quantitativ zu evaluieren.

Fiir die Untersuchung der knéchernen Einheilung wurden somit zu Beginn der Versuchsan-
ordnung kurz gestaffelte und am Ende langfristige Abstdnde gewihlt. Die Zeitspanne umfass-

te dabei insgesamt 12 Wochen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Indikation und Anforderungen an Knochenersatzsubstanzen

Knochendefekte konnen ab einer kritischen Gro3e und abhingig von ihren Lokalisationen,
nicht spontan heilen und stellen somit ein klinisches Problem dar [1]. Solche ossdren Defekte
konnen z. B. bei komplexen Frakturen, Tumoren und Zysten auftreten oder aber angeboren
sein [38, 72]. Zusétzlich wird bei bis zu 15 Prozent aller orthopéddischen Operationen eine
Knochentransplantation notwendig [5]. Zur Defektauffiillung werden heute autogene Kno-
chenplastiken, allogener Spenderknochen oder aber Knochenersatzmaterialien verwendet.
Zweck des Auffiillens solcher Defekte soll die mechanische Belastbarkeit und meist auch die
Primirstabilitdt des Knochens sein. Beim Einbringen des Ersatzstoffes wird die Resorption
mit Bildung eines addquaten, korpereigenen Knochens, der dem physiologischen Remodeling
des Korpers unterliegt, angestrebt. Kann die Substanz nicht resorbiert werden, soll eine anhal-

tende Stabilitdt durch Einwachsen des umgebenden Knochens erreicht werden [72].

Um diesen Erfordernissen gerecht zu werden, miissen an Substanzen zur Defektauffiillung
zahlreiche Anforderungen gestellt werden und bestimmte Eigenschaften vorhanden sein. Ei-

nige werden nachfolgend ndher erdrtert.

2.1.1 Verfugbarkeit

Das Material sollte unabhingig von einem Spender sein. Es sollte kommerziell erhéltlich und
nicht kontaminiert sein sowie durch positive Eigenschaften hinsichtlich langfristiger Lage-
rung iiberzeugen. Sowohl universelle Verwendbarkeit als auch akzeptable Herstellungskosten

sind weitere Eckpunkte, auch in Hinblick auf den zunehmenden Kostendruck im klinischen

Alltag [2, 38].

2.1.2 Biokompatibilitat
Darunter werden die Merkmale biologische Vertrdglichkeit, Toxizitdt und entziindungsfreie

Knochenintegration subsumiert.

Nach Williams [108] bedeutet Biokompatibilitit eines Materials, keine akute oder chronische
Entziindungsreaktion hervorzurufen und die ordnungsgemifle Differenzierung des Gewebes

in der unmittelbaren Umgebung des Implantates nicht zu verhindern.

Fiir nicht resorbierbare Knochenersatzmaterialien bedeutet das eine bindegewebs- und ent-
ziindungsfreie Knochenbindung. Auf die Biokompatibilitit von degradierbaren Materialien ist

dabei besonders zu achten, da sie den pH- Wert ihrer Umgebung verdndern kénnen, toxische
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Bestandteile freisetzen und durch die Akkumulation ihrer Loslichkeitsprodukte schaden kon-

nen [49].

2.1.3 Biodegradation
Unter Biodegradation versteht man den Abbau von in den Korper eingebrachten Implantaten.

Dafiir stehen grundsitzlich zwei Abbauwege zur Verfligung:

1. Chemische Losung

2. Makrophagozytire Phagozytose [25].

Eine Resorbierbarkeit sollte bei Ersatzmaterialien gegeben sein, deren mechanische Eigen-
schaften sich stark von denen des natiirlichen Knochens unterscheiden. Bei Langzeitverbleib
konnten sie sonst das Nachbargewebe gefdhrden [97]. Im mineralisierten Knochen findet ein
staindiger Umbau statt, mit dem sich das Skelett an verdnderte mechanische Belastungen an-
passen kann [72, 89]. Die Geschwindigkeit der Biomaterial- Resorption sollte dem Remode-
ling angepasst sein. Eine im Vergleich zum Remodeling erhohte Resorbierbarkeit wiirde zu
einer beeintrachtigten Funktion als Leitgeriist fiihren und Abbauprodukte konnten durch ihre
Anhéufung die Einheilungsphase behindern. Eine vergleichsweise verminderte Resorbierbar-
keit wiederum konnte sich negativ auf den Aufbau normaler Knochenstrukturen auswirken

und das Ersatzmaterial dauerhaft ausgrenzen [38, 68, 89].

2.1.4 Sterilitat

Eingebrachte Materialien diirfen weder immunogen noch kanzerogen wirken. Ebenso sollte
ein Ubertragen von Krankheitserregern ausgeschlossen sein [38]. Autogenes Material bedarf
keiner weiteren Sterilisationsbehandlung, allogenes Material wird weitestgehend durch seine
Aufbereitungsschritte sterilisiert. Ein Restrisiko der Ubertragung von Viren bleibt dennoch
bestehen, wohlgleich es um ein Vielfaches geringer ist als eine Bluttransfusion [70]. Syntheti-
sche Materialien bieten, im Gegensatz dazu, den Vorteil problemlos steril hergestellt und ge-

lagert werden zu konnen [11].

2.1.5 Mechanisches Verhalten

Beim Mechanischen Verhalten sind Primérstabilitit und mechanische Belastbarkeit zu unter-
scheiden. Im Vordergrund steht die Primérstabilitidt beim Einbau von Ersatzmaterialien, ge-
meint ist damit eine iiber Wochen anhaltende mechanische Ruhe im Implantatbett. Relativ-
bewegungen entlang der Kontaktzone im Implantat- oder Transplantatbett miissen dabei ver-
mieden werden. Dadurch werden Ossifikationsvorginge moglich, die zu einer priméren, kno-
chernen Einheilung fiihren [89]. Allerdings beeinflussen Substanzen die sehr dicht und steif

sind die Neubildung des umgebenden Knochens im Sinne eines anatomischen Remodelings

3
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negativ, so dass es in einigen Bereichen zu Knochenverlusten und in anderen zu Verdichtun-
gen kommen kann [73, 97]. In Bezug auf die mechanische Belastbarkeit haben sich die bisher
als Knochenersatzmaterial verwendeten Keramiken als nachteilig erwiesen. Sie sind sehr
sprode und brechen somit schnell, was ihren Gebrauch fiir belastete Knochenbereiche mit
einem gewissen Risiko verbindet [18]. Die nachfolgende Abb. 2.1 nach Niedhart [72] veran-
schaulicht den Zusammenhang zwischen mechanischer Belastbarkeit in Abhédngigkeit ihrer

osteoinduktiven bzw. osteostimulativen Eigenschaften.

"ideales ¥ .
etalispongiosa Composite” Abb. 2.1: Mechanische Belastbar-
autologe keit verschiedener Knochenersatz-
 Spongiosa materialien in Abhéngigkeit von
allogene” Osteoinduktion/-stimulation  nach
Hydroxylapatit _Spongiosa Niedhart [72]. bFGF: basic
Fibroblast Growth Factor, BMP:
Bone Morphogenetic Growth Fac-
tor, IGF: Insulin like Growth Fac-
tor, PDGF: Platelet Derived

Growth Factor, PGA: Polyglycolid,

i
Q
o

PLA / PGA
|-~ Kollagen PDGF,IGF  bFGF Ewi

Osteoinduktion/-stimulation

mechanische Belastbark

2.2  Mechanismen der Knochenregeneration

Van Meekeren gelang im Jahre 1668 die erste xenogene Knochentransplantation am Men-
schen. Die erste autogene Knochentransplantation wurde 1820 von von Walter durchgefiihrt
und Macewen bewiltigte die erste in der Literatur beschriebene allogene Knochentransplanta-
tion 1878 [21, 36]. Seither sind weitere zahlreiche Materialien, Methoden und Wirkungsme-
chanismen des Knochenersatzes untersucht worden. Drei unterschiedliche biologische Me-
chanismen der Knochenregeneration lassen sich beim Einsatz von Knochenersatzsubstanzen

beobachten.

2.2.1 Osteokonduktion
Unter konduktiven Eigenschaften versteht man die Fahigkeit als Leitgeriist fiir einen kno-

chernen Durchbau zu dienen.

Dabei spielt die Spongiosa eine wichtige Rolle, da sie in Bezug auf die Osteokonduktion eine
Idealstruktur darstellt [14, 89]. Bei der Spongiosa betrdgt der mittlere Durchmesser der Kno-
chenbilkchen 220 um. Die intertrabekuldren, weitmaschig untereinander in Verbindung ste-
henden, Markrdume haben eine Weite von 500 — 800 um. Fiir die Porositit ergibt sich ein
Wert zwischen 50 bis 90 Prozent im Gegensatz zur Kortikalis mit anndhernd 10 Prozent. Die-
se interspongidosen Rdume bilden die Voraussetzungen zum Einsprossen von Blutgefdssen

und Begleitzellen. Deshalb kann hier ein Knochenanbau ohne vorausgegangene Resorption

4
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erfolgen [12, 89]. In Bezug auf den Leitschieneneffekt resultiert damit eine Anregung einer
vom kndchernen Lager ausgehenden Knochenregenration [52]. Mit porosen Kalziumphos-
phatkeramiken versucht man diesen Mechanismus fiir die Knochenregeneration auszunutzen.
Die Porositét solcher Keramiken ergibt sich durch kommunizierende, sphérische Hohlrdume.
Einwachsendes Bindegewebe erfordert einen Porendurchmesser von ca. 5 - 15 um. Minerali-
sierte Knochengewebe brauchen einen Durchmesser von ca. 100 pm und osteonendhnliche
Strukturen von ca. 200 um. Fiir die kndcherne Durchbauung sind der Bestand an interpordsen

Verbindungen und deren Durchmesser von Bedeutung [60, 89].

Offenpordse Strukturen fordern das Durchdringen des Implantates mit Knochengewebe [58,
111]. Die vorwachsenden Gewebe, Gefille und Begleitzellen haben dabei ihren Ursprung
ausschlieBlich im knochernen Anteil des Lagergewebes [52]. Kommen die eingegebenen Ma-
terialien weder mit Knochen noch mit Periost in Beriihrung, werden sie von Bindegewebe
eingescheidet und unterliegen nachfolgend keinem Remodeling [66]. Dadurch ergibt sich die
Anforderung an das Lagergewebe, dem Implantat einen mdglichst hohen Anteil an kndcher-
nem Kontakt bereitzustellen. Unabhéngig vom verwendeten Ersatzstoff kommt somit der

Qualitét des Implantatbettes grofite Bedeutung zu [103].

Lexer [64] sollte dabei als erster den groBen Einfluss des Implantatbettes auf die Integration

des Ersatzstoffes erfassen. Drei Arten von Ersatzlagern werden nach ihm beschrieben:

1. ersatzstarkes Lager
2. ersatzschwaches Lager

3. ersatzunfahiges Lager.

Beim ersatzstarken Lager ist die Wahl des Knochentransplantates in Bezug auf seine Ersatz-
fahigkeit von keinerlei Bedeutung. Als ersatzschwaches Lager wurden periostlose Knochen-
defekte beschrieben, bei denen eine Substitution des eingebrachten Materials nur vom Rand
aus zu beobachten war. Das ersatzunfihige Lager wird mit Instabilitit beschrieben und als
Beispiel wurde das Weichteillager im Muskel angefiihrt. Die Lagerqualitdten sind also bei
den Uberlegungen zur Auswahl des Ersatzstoffes mit einzubeziehen. Je ersatzschwicher das
Lager ist, desto hohere Anforderungen sind an die biologische Potenz des Ersatzes zu stellen

[30, 40].

2.2.2 Zellvermittelte Osteogenese
Zu diesem Vorgang der Knochenregenration kommt es durch Verpflanzen von vitalen, kno-

chenbildenden Zellen.
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Der Wert dieses Mechanismus ist, verglichen mit der Osteokonduktion, in Bezug auf die De-
fektreparation hoher einzustufen. Grund dafiir sind die geringeren Anforderungen, die bei
einer Transplantation an das Transplantatbett gestellt werden miissen. Eine grofle Rolle spie-
len die iibertragenen Osteoblasten und deren Vorlduferzellen bei Verwendung autogenen
Knochenmaterials. Spongiosatransplantate bieten durch einen héheren Anteil vitaler Zellen
und durch die hohere Porositit die besseren Voraussetzungen gegeniiber soliden Kortika-
listransplantaten. Die zellvermittelte Osteogenese wirkt hier am effizientesten. Kortikaler
Knochen funktioniert im Gegensatz dazu durch seinen geringeren Anteil an vitalen Oste-

oblasten und Vorlduferzellen eher als osteokonduktive Leitschiene [26, 51, 60, 67].

Anhand von komprimierten Spongiosatransplantaten konnte von Burri [15] aber auch gezeigt
werden, dass die osteogenetische Potenz primdr von der Menge frischer, unveridnderter

Grundsubstanz abhéngt und weniger von den iibertragenen lebenden Knochenzellen.

2.2.3 Osteoinduktion
Unter Osteoinduktion versteht man den stimulierenden Einfluss des Implantates auf die Diffe-

renzierung knochenbildender Zellen im Lagergewebe.

Verantwortlich dafiir sind die in der Knochenmatrix enthaltenden, osteoinduktive Proteine,
welche neben Wachstumsfaktoren und anderen organischen Verbindungen als nichtkollagener
Bestandteil des Knochens existieren und durch Demineralisation des avitalen Knochenimp-
lantates freigesetzt werden [60]. Die Abhédngigkeit der induktiven Leistung vom Komplex der
Mukopolysaccharide in der Grundsubstanz zur Differenzierung unspezifischer Mesenchym-
zellen beschrieb auch schon Schweiberer [92]. Diese Proteine wurden von Urist [102] als
bone morphogenetic protein bezeichnet. Sie induzieren die Umwandlung pluripotenter Me-
senchymzellen des Knochenlagers, welche mit aussprossenden Gefda3zellen in das Knochen-
transplantat gelangen, in knorpel- und knochenbildende Zellen. Diese Vorginge kdnnen so-
wohl im Knochenlager (orthotop), als auch im Muskelgewebe und Fettgewebe (heterotop),
beobachtet werden[72, 102].

Die anschlieBende Tab. 2.1 nach Kiibler [60] zeigt das Verhalten von verschiedenen Kno-

chenersatzmaterialien in Abhéngigkeit der oben besprochenen Mechanismen.
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Tab. 2.1: Osteogenetische Eigenschaften von Knochentransplantaten,- implantaten,- indukto-
ren und- ersatzmaterialien (konventionelle allogene Knochenimplantate entsprechen kryo-
konservierten, lyophilisierten oder autoklavierten Knochenimplantaten nach Kiibler [60].

Osteokonduktion Osteogenese durch Osteoinduktion
vitale Zellen
Autogene Knochentransplantate +/++ +++ (+)
Bone Morphogenetic Proteins
- - ++++
(BMP)
Konventloneille, allogene Kno- y ) _
chenimplantate
Demineralisierte, allogene Kno-
. ++ - +
chenimplantate
AAA-Knochenimplantate ++ - ++
Alloplastische Ersatzmaterialien +++/ - - -

2.3 Knochentransplantate
Knochenersatzstoffe konnen nach verschiedenen Aspekten unterteilt werden. Legt man die
Herkunft zu Grunde, so ldsst sich eine Einteilung vornehmen in autogene, allogene, xenogene

und alloplastische Knochenersatzmaterialien (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Transplantationsterminologie nach Kiibler [60]

Autogenes Knochentransplantat Verpflanzung innerhalb desselben Individuums

Verpflanzung zwischen Individuen derselben Spe-
zies

Verpflanzung zwischen Individuen verschiedener
Spezies

Vollsynthetische Herstellung eines Biomateriales
Alloplastisches Knochenimplantat bzw. Knochener- bzw. ausgiebige physikalische oder chemische Be-
satzmittel arbeitung xenogener (speziesfremder) Gewebearten
bzw. Geriistbausteine

Allogenes Knochenimplantat

Xenogenes Knochenimplantat

Wird die Charakterisierung hinsichtlich der Vitalitdt der Ersatzmittel vorgenommen, ergeben
sich die Termini Knochentransplantat und Knochenimplantat. Beim Knochentransplantat
werden Knochengewebe mit vitalen, knochenbildenden Zellen iibertragen. Unter dem Begriff
Knochenimplantat versteht man die Ubertragung avitaler Materialien ins Korperinnere. Seit
einigen Jahren des wissenschaftlich- medizinischen Fortschritts wird es immer schwieriger,
die unterschiedlichen Bezeichnungen exakt zu gebrauchen. Als Beispiel soll hier das allogene

Knochentransplantat angefiihrt werden:
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Frisches, allogenes Knochengewebe wird im Gegensatz zur bekannten, allogenen Organ-
transplantation wegen der immunologischen (Abwehr)- Reaktion des Korpers (host versus
graft) nicht mehr libertragen. Vor ihrer Transplantation werden allogene Knochengewebe ei-
ner physikalischen und/ oder einer chemischen Behandlung unterzogen. Dabei werden die
immunologisch aktiv wirkenden, vitalen Zellen inaktiviert. Daraus wiirde sich nunmehr der
Begriff allogenes Knochenimplantat ergeben. Aktuell wird es aber als allogenes Knochen-

transplantat klassifiziert [60, 96].

Die Defektauffiillung erfolgte in Deutschland bei einer Umfrage unter 961 Kliniken im Jahr
1990 nach einer Umfrage von Jerosch et al. [50] rund 71000 Mal mit autogenem und rund
25000 Mal mit allogenem Knochengewebe. Transplantate zur Auffiillung von Knochenver-
lusten stellen Spongiosa, Kortikalis - mit und - ohne Gefdssanschluss, osteochondrale Trans-
plantate sowie Knochenmarksaspirate dar. Diese unterschiedlichen Transplantatstrukturen
beeinflussen ebenso wie der Entnahmeort die biologische Wertigkeit [96]. Die biologische
Wertigkeit der Transplantate ldsst sich nach Muschler und Lane [71] allgemein anhand von

fiinf Kriterien abschétzen. Diese werden in der Tab. 2.3 aufgefiihrt und kurz erldutert.

Tab. 2.3: Kriterien der Wertigkeit eines Knochentransplantates nach Muschler u. Lane [71]

Biologische Eigenschaft Abkilrzung Transplantateffekt
Osteogene Aktivitat 0G Osteogenese durlcil1 iibertragen Zel-
Osteokonduktive Aktivitit ocC Leitschieneneffekt durch das Trans-
plantat selbst
Osteoindukiive Aktivitit oI Zelltransformation durcthaktoren
der Knochenmatrix
Vaskularitt Vasc Erhohte Knochenregenration durch
schnelle Blutversorgung
Biomechanische Stabilitit Mech Erhohte Knochenregenration durch

schnelle Blutversorgung

Die unterschiedlichen Knochentransplantate werden den in Tab. 2.3 gestellten Kriterien hin-
sichtlich der biologischen Wertigkeit in unterschiedlichem Ausmal} gerecht. Verdeutlicht wird
das durch die zweite Ubersicht nach Muschler und Lane [71] in Tab. 2.4.
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Tab. 2.4: Biologische Wertigkeit von Knochentranplantaten nach Muschler und Lane [71]

Transplantatart oG ocC ol Mech Vasc
Autogen
Knochenmark + +/- + - -
Spongids ++ ++ + + -
Kortikal + + + ++ -
Vaskularisiert ++ ++ + ++ ++
Allogen
Spongids - ++ + + -
Kortikal - ++ + ++ -
Demineralisiert - ++ ++ - -

Xenogene Transplantate bleiben in dieser Ubersicht unberiicksichtigt.
Bis heute existieren aber keine allgemein giiltigen Richtlinien zur Auswahl geeigneter Sub-

stanzen in Abhdngigkeit von Art und Beschaffenheit des kndchernen Defektes [38].

Fiir den allgemeinen Einbau autologer Transplantate, ob kortikalen oder spongidsen Ursprun-

ges, spielten fiir Schweiberer [93] drei substanzielle Faktoren eine entscheidende Rolle:

e Die mechanische Ruhe im Transplantatbett.
e Die Vaskularisationsfahigkeit des Lagers und des Transplantates.
e Der intensive Kontakt des Transplantates mit dem Transplantatbett.

Sind diese Faktoren erfiillt, wird das Knochentransplantat einem totalen Umbau unterworfen.

Der normale Einheilungsprozess eines Transplantates vollzieht sich dann nach Burri [15] liber

drei Phasen:

1. Vaskularisation des Transplantates

2. Osteogene Regeneration

3. Funktionelle Adaptation.
Die Einheilung des Transplantates beginnt mit der (Re)- Vaskularisierung des Gewebes in Form
einer Angioneogenese, einhergehend mit einer Entziindungsreaktion aus den umgebenden
Weichteilen und/ oder dem lokalen Knochen. Zum Knochenabbau kommt es durch Oste-
oklasten und Makrophagen. Durch diese Zellen werden gleichzeitig Wachstumsfaktoren freige-

setzt. Stimuliert werden damit ortsstdndige Osteoblasten und nicht- determinierte Mesenchym-
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zellen. Einsprossenden Gefd3e und Knochengewebe, zu einem geringen Anteil auch von den
iberlebenden Osteoblasten aus expandierend, besiedeln die ehemaligen Markrdume. Der schlei-
chende Ersatz vollzieht sich dabei wéihrend dieser Umbauvorgénge ldngs der Transplantatachse
vom angrenzenden Knochengewebe aus zur Mitte des Knochentransplantats [13, 83].

Der neue Knochen formiert sich auf den transplantierten Trabekeln und dringt in die kortika-
len Anteile des Transplantates ein. Gleichzeitig kommt es zur Ausbildung von Briickenkallus
zu den nekrotischen Spongiosabélkchen. Beides dient vermutlich der raschen mechanischen

Stabilisierung [38, 83].

Der neu entstandene Knochen und die avitalen Trabekel des Tranplantates werden anschlie-
end im Zuge des Remodelings umgebaut. Bewerkstelligt wird dies wiederum mit Oste-
oklasten, Monozyten und Makrophagen. Somit kommt es wieder zu einem osteonal aufgebau-

ten Knochen. [13, 83, 93].

Die dabei entstehende Trabekelarchitektur ist abhéngig von der einwirkenden Belastung
[110]. Der Umbau eines Transplantates ist nur dann moglich, wenn das Transplantat erndhrt
wird. Ein wichtiger Aspekt der Einheilung von Transplantaten ist dabei die Durchblutung des
Defektlagers [3, 93].

2.3.1 Autogene Knochentransplantate

Den hochsten therapeutischen Wert haben bei der Knochentransplantation die autogenen
Knochengewebe [40, 67]. Autologe Spongiosatransplantate werden aus diesem Grund auch
als ,,golden standard“ im Vergleich zu anderen Verfahren der Defektbehandlung bezeichnet
[51, 59]. Bei Verwendung von autogenen Spongiosatransplantaten kommen alle drei wesent-

lichen Knochenregenrationsmechanismen zur Anwendung:

e die osteoblastire Osteogenese,

e die osteoinduktive Osteogenese und

e die osteokonduktive Osteogenese [96].

Im Detail ergibt sich die osteoblastire Wirkung durch die in der Eigenspende iiberlebenden
Osteoblasten und Osteozyten. Neben der Bereitstellung von osteoinduktiven Proteinen und
Wachstumsfaktoren liegt ein sicherer Vorteil der autogenen Knochentransplantation auch in der
osteokonduktiven Wirkung der natiirlichen Knochenmatrix [9].

Zahlreiche Nachteile schmélern jedoch heute den therapeutischen Gewinn beim Einsatz auto-
gener Transplantate. Autogene Spongiosa bietet den Vorteil einer gro3en biologischen Po-
tenz, beinhaltet aber den Makel der fehlenden Primirstabilitit [44]. Weiterhin zdhlen allge-

mein dazu: Ein zweiter Eingriff am Beckenkamm des Patienten mit seinen intra- und postope-
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rativen Risiken wie Nerven- und Gefdlverletzungen, Wundheilungsstérungen, Narbenbil-
dung, Infektionen sowie einer zusdtzlichen Schmerzbelastung. Die Komplikationsrate bei

diesen Transplantationen kann bis zu 10 Prozent betragen [5, 38].

Wippermann [109] berichtet in seiner Analyse von 1191 Spongiosaentnahmen am Beckenk-
amm von anhaltenden Beschwerden der Patienten, die auch nach einem Jahr noch im Ent-
nahmebereich festzustellen waren. Hauptbeschwerden waren demnach bei 89 Patienten, die
an der Fragbogenaktion teilnahmen, die Wetterfiihligkeit (30%), Belastungsschmerz (26%),
ein Taubheitsgefiihl im Narbenbereich durch Lésion des Nervus cutaneus femoris lateralis
(20%), Bewegungsschmerzen (18%), Ruheschmerzen (8%) und kosmetische Beeintréichti-

gungen durch Stufen und KonturunregelmifBigkeiten der Beckenkdmme.

Ebenso besteht nur eine begrenzte Verfligbarkeit und Qualitét, gerade bei dlteren Menschen
[5].

2.3.2 Allogene Knochentransplantate
Als gute Alternative zum autogenen Knochenersatz gilt die Transplantation allogenen Kno-
chens. Bei dieser Art des Knochens handelt es sich um Material eines anderen Individuums

derselben Spezies.

Diese Art des Knochenersatzes steht dann im Vordergrund, wenn gro3e Defekte aufgefiillt
und iiberbriickt werden miissen, denn hierbei stoBen die autogenen Knochentransplantate an
die Grenzen ihrer Verfiigbarkeit. Problematisch sind dabei die Entnahme grofer Transplantate
bei Patienten im schlechten Allgemeinzustand, bei Schwerverletzten und Kindern. Durch die
damit verbundene Ausweitung des Operations- und Gewebetraumas steht schlussendlich ein

oft nicht vertretbarer Zweiteingriff zur Disputation [103].

Die ossdre Regenerationsleistung des allogenen Knochentransplantates beruht auf dessen
osteokonduktiver und osteoinduktiver Potenz, die zu einem Transplantateinbau, schleichen-
den Abbau und Ersatz fiihren. Die zelluldr- osteogenetische Komponente spielt dabei keine
Rolle, da durch verschiedene Verfahren der Aufbereitung dieser Transplantate, wie zum Bei-
spiel Kéltekonservierung, Gefriertrocknung (Lyophilisation) und Autoklavierung, die zelluld-
ren Bestandteile zugrunde gehen. Durch die Tiefkiihlung wird ein fast vollstindiger Zelltod

herbeigefiihrt [103].

Weltweit finden unter den allogenen Knochentransplantaten am héufigsten die kryokonser-
vierten oder lyophisierten Transplantate ohne zusétzliche chemische Aufbereitung Verwen-
dung [60]. Trotz guter experimenteller und klinischer Ergebnisse nach Einsatz allogener Kno-

chentransplantate besteht die Gefahr einer Ubertragung infektidser Erreger bei alleiniger Kry-
11
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okonservierung. Hierzu gehdren eine bakterielle Kontamination, die Ubertragung von Her-
pesviren und die besondere Gefahr der Kontamination mit HI- Viren durch die diagnostische
Liicke bei unterschiedlich langen Serokonversionen nach erfolgter Infektion des Knochen-

spenders [38, 39, 56, 82].

Zusétzlich verursachen die Antigene des MHC (major histocompatibility complex) auf der
Zelloberflache eines unbehandelten allogenen Transplantates eine zellulire Immunantwort
des Empféngerorganismus mit AbstoBungsreaktion [34]. Kollagen und Proteoglykane kdnnen
dabei als Matrixbestandteile des Allografts ebenfalls eine geringe Immunantwort ausldsen

[20, 47].

Die Problematik allogener Transplantate wird aber auch bei Betreiben einer Knochenbank
deutlich, deren Aufwand dabei hédufig unterschétzt wird. Es miissen die Kosten der techni-
schen Voraussetzung genauso beriicksichtigt werden wie die des personellen Aufwandes.
Dieser Aufwand muss sowohl fiir das Bereitstellen der allogenen Spongiosa als auch fiir das
Spenderscreening betrieben werden, welches seinerseits als wesentliches Problem auftritt

[45].

Die Summe der genannten Griinde miindet in der Diskussion iiber unterschiedliche Sterilisa-
tionsverfahren allogener Transplantate und zunehmend auch tiber den Einsatz der alloplasti-

schen Knochenersatzstoffe.

24  Knochenersatzmaterialien
Die Entwicklung der alloplastischen Knochenersatzstoffe fiihrte zu unterschiedlichen Sub-
stanzen mit verschiedenartiger chemischer Natur, Struktur, Zusammensetzung und biologi-

schen Verhalten [96].

Unter dem Begriff der Knochenersatzmaterialien werden allgemein Implantatmaterialien ver-
standen, welche die Knochenbildung stimulieren, den korpereigenen Knochen nur voriiberge-

hend ersetzen und sich im Verlauf der Knochenregenration sukzessive auflosen sollen [51].

Nach Rueger [86] werden unter Knochenersatzmittel Biomaterialien verstanden, die als kor-
perfremde Substanzen, nach Implantation in den menschlichen Korper, dort vorhandene

strukturelle Elemente, ganze Gewebe und deren (Teil-) Funktionen ersetzen.

Ziele der Therapie mit Biomaterialien gehen {iber den einfachen Ersatz des korpereigenen

Gewebes hinaus. Im Mittelpunkt des Interesses liegen dabei speziell:

12
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1. die Menge des neugebildeten Knochens

2. die Qualitdt des neugebildeten Knochens

3. die Zeitspanne, in der die Knochenneubildung und —heilung stattfinden und
4. die mechanische Belastbarkeit des Implantates.

Die ersten beiden Punkte fithren zu einer Verbesserung der kndchernen Reparation. Dabei
kommt es zu einer Erhohung der Knochenmasse und deren Reife am Defektort. Eine Be-
schleunigung der Knochenheilung durch ein Knochenersatzmittel hat neben der individuellen
Bedeutung auch eine volkswirtschaftliche GroBe. Es kiime beim Einsatz von Knochenersatz-
mitteln zu einer deutlichen Reduktion der Kosten fiir die stationdre wie auch ambulante Be-
handlung. Ebenso konnten weitere Folgekosten wie Arbeitsunfiahigkeit und Rentenanspriiche
deutlich gesenkt werden. Ein belastbares Implantat erleichtert zusétzlich das operativ-

technische Vorgehen.

Die heute vorkommende Vielfalt an unterschiedlichen Knochenersatzmitteln ldsst Einteilun-
gen hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung, ihrem Wirkmechanismus und dem
moglichen Indikationsbereich aufgrund der vorhandenen Heterogenitdt der Materialien nicht
zu [86].Eine Einteilung nach den Ausgangsverbindungen bzw. dem Herstellungsverfahren
scheint jedoch moglich und wird nach Rueger [84] vorgenommen. Daran angelehnt wird un-

terschieden in:

L. biologisch, organische Substanzen
I1. synthetische, anorganische Materialien
II1. synthetische, organische Verbindungen

IV.  Komposite.

Diese Einteilung beruht letztlich darauf, dass alle biologischen, organischen Substanzen aus
der organischen Phase des Knochengewebes und die synthetischen, anorganischen Materia-
lien theoretisch aus der anorganischen Phase des natiirlichen Knochens gewonnen worden
konnten. In Gruppe drei sind alle organischen Polymere zusammengefasst. Gruppe vier ver-

eint alle Mischungen und Kombinationen von Substanzen der Klassen eins, zwei und drei

[86].

Die Untergruppen werden in der Tab. 2.5 nach Rueger [86] dargestellt. Die Gruppe vier kann

dabei aufgrund ihrer Vielfiltigkeit von Kombinationen nicht systematisch dargestellt werden.
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Tab. 2.5: Ubersicht der Knochenersatzmittel nach Rueger [86]

Knochenmatrices

Knochenmatrixextrakte

Biologische, organische Substanzen Extrahierte Knochenwachstumsfaktoren
Chemotaktisch, proliferative, induktive, nicht kno-
chenspezifische Faktoren

Monophasische, synthetische Verbindungen
Hydrothermal aus Korallen bzw. Algen hergestellte
Hydroxylapatitkeramik- Analoga

Aus bovinen Knochen durch Sinterungs- oder Eluti-
onsprozess gewonnene Hydroxylapatitkeramiken
Mehrphasige Kalziumphosphatkeramiken, Bioglaser
oder mehrphasige Glaskeramiken
Kalziumphosphathaltige Knochenzemente
Polyester (1.Homopolymere, 2. Kopolymere)
Polyaminoséuren

Synthetische, organische Substanzen Polyanhydride

Polyorthoester

Polyphosphazene

Synthetische, anorganische Substanzen

Fiir unsere Versuchsanordnung verwendeten wir Ostim®, welches in die groBe Gruppe der

Hydroxylapatite gehdrt und auf die nachfolgend néher eingegangen wird.

2.4.1 Hydroxylapatit
Hydroxylapatit ist ein schwerlosliches, komplexes Salz [Ca10 (PO4 )6 (OH )2J Es gehort zu

den anorganischen Bestandteilen des Knochens und macht dessen iiberwiegenden Anteil aus.

Als Bestandteil von Knochenersatzstoffen ist Hydroxylapatit biokompatibel im Knochen als
auch im Weichteilgewebe [16, 33, 37, 41, 55, 74, 81]. Es gilt als atoxisch, nicht antigen und
integriert sich vollstindig in das korpereigene Knochengewebe [16, 75]. Schwere Entziin-
dungsreaktionen sowie AbstoBungsreaktionen wurden nicht beobachtet [6, 33, 37, 55, 79]. In
Langzeitstudien konnte zudem gezeigt werden, dass Hydroxylapatit auch nach mehreren Jah-
ren gut vom Korper toleriert wird [37]. Nach seinem Einsatz heilen die Knochendefekte all-
gemein gut ab. In wenigen Féllen konnten aber nach Frame [33] bei dichten Hydroxylapatit-
keramiken vereinzelt Fremdkorperriesenzellen beobachtet werden. Fremdkorperreaktionen

blieben dabei jedoch aus.

Hydroxylapatit ist ein nicht bis sehr schwer resorbierbarer Knochenersatzstoff [16, 27, 55, 75,
79, 89] im Gegensatz zum Trikalziumphosphat, welches schnell abgebaut wird [86]. Einfluss
auf die Biodegradation und damit auf die Resorption haben verschiedene Parameter: Zusam-
mensetzung, Unreinheiten der Rohstoffe sowie deren Produktionsbedingungen wurden von

Renooij [79] und Eggli et al. [28] untersucht. Ebenso haben auch nach Bloemers [7] die

14



Theoretische Grundlagen

Kristallinitdt, die Gréfe der Mikroporen und der Sinterungsprozess selbst einen Einfluss auf

die Resorption von Kalzium-Phosphat-Keramiken.

Physikalische EinflussgroBen wie Dichte und Mikroporositit des Ersatzstoffes wurden auch
von de Groot [22] mit dem Ergebnis untersucht, dass sie die Biodegradation dezidiert beein-
flussen konnen. Dabei stellte er fest, dass die Kalziumphosphat- Verbindungen an ihren
Grenzflachen zum Hydroxylapatit im wéssrigen Milieu des Kdrpers umgesetzt werden. Klei-
ne Unterschiede in deren chemischer Zusammensetzung haben darauf keinen Einfluss. Die
wichtigsten Einflussgroen der Bioresorption stellten in seinen Untersuchungen die Implan-

tatstruktur im Sinne der Porositdt mit der Porengrof3e der Keramik dar.

Eine Erkldrung dafiir findet man bei Weinldinder [106]: Mikroporen erhdhen seiner Ansicht
nach die Aufspaltungsrate an den Kristallgrenzen. Dabei werden kristalline Briickenbindun-
gen des Kristallgefiiges gelost und die Einzelkristalle konnen entsprechend einfacher phago-

zytiert werden.

Gleiche Beobachtungen machten Dingeldein et al. [23], die eine Hydroxylapatit- Keramik in
das spongidse Knochenlager des Kaninchens implantierten. Dabei wies der Kristallverbund,
wahrscheinliche durch fehlerhafte Sinterungsprozesse, Risse auf, die auf fehlerhafte Kristall-
briicken beruhten. Nachfolgend zeigten sich dort Zeichen der Resorption und vermehrt Ein-
zelkristalle, die von Makrophagen phagozytiert wurden. Die Gesamtkeramik wurde aber inte-
ressanter Weise nicht abgebaut. Es zeigten sich auch keine Osteoklasten, womit die Keramik

keinem Remodeling zugefiihrt wurde.

Die These der Porositit wird allerdings nicht von allen Autoren gestiitzt. Dabei wird der Po-
rositédt keine auf den Abbau ausgerichtete Einflussnahme beigemessen, jedoch wurde aber ein
starkes Vorwachsen des umgebenden Knochens in die pordsen Implantate beobachtet [27, 28,

55, 79].

Die Resorptionsrate, die sich umgekehrt proportional zur mechanischen Stabilitét verhilt,

wird somit durch viele Faktoren beeinflusst

Hydroxylapatit selbst hat eine gering mechanische Stabilitét. Es ist aufgrund seiner sproden
Eigenschaften fiir groBBere Biegekrifte ungeeignet und besitzt selbst keine Eignung als Prothe-
senmaterial. Hydroxylapatit wirkt jedoch osteokonduktiv aber nicht osteoinduktiv [32, 42,

95].
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Die Druckfestigkeit kompakter Kalziumphosphatkeramiken liegt {iber der des kortikalen
Knochens. Der Spongiosa gleichen diesbeziiglich pordose Keramiken. Thre Druckfestigkeit

wird vom Volumenanteil der Poren bestimmt und steht in exponentieller Abhingigkeit.

Nach Schenk [89] ist eine Volumendichte von mindestens 50 Prozent erforderlich, um den

physiologischen Belastungen in einem Implantatbett gerecht werden zu kénnen.

2.4.2 Augmentation von Hydroxylapatit

Die Augmentation von Hydroxylapatit spielte auch in unseren Untersuchungen eine zentrale
Rolle. In der Literatur fiihrt sie, beschrieben mit verschiedenen Stoffen und Substanzen, zu
unterschiedlichen Verhaltensmustern wéihrend seiner Degradation, Resorption und Inkorpora-

tion.

Normalerweise liegt die Rate an neu gebildetem Knochen mit 0,8 pm/d etwa im gleichen Be-
reich wie die der Knochenapposition von normalem Knochen mit 1,0 um bis 1,4um/d [46].
Bei der Augmentation mit autogener Spongiosa stellten Block und Kent [6] in ihren Untersu-
chungen fest, dass sich die Knochenneubildung schneller vollzog. Ebenso beschreiben Boeck-
Neto et al. [8] eine gesteigerte Effektivitidt der Knochenheilung wéhrend der Anwendung der
Augmentation von Calcium-Phosphat-Material mit autogener Spongiosa. Unterschiedliche

Erklarungsmodelle bestehen zu den positiven Facetten der Augmentation:

Laschke et al. [63] sehen einen Grund dafiir im, mit der Spongiosa eingebrachten, Knochen-
mark, das gleichzeitig eine Vielzahl unterschiedlicher Zellen beinhaltet und die Neubildung
von kleinen Blutgefdflen stimuliert und beschleunigt. Verantwortlich sind dafiir Stammzellen,

Endotheliale Progenitorzellen und verschieden Wachstumsfaktoren.

Diese Gefdfineubildung spielt schon deshalb eine grofle Rolle, weil damit Sauerstoff und
Néhrstoffe zum Implantat transportiert werden und damit ein physiologisches Milieu geschaf-

fen wird, welches das Einwachsen von Knochenzellen unterstiitzt [19, 69].

Ein weiterer Aspekt der Akzeleration kann in der VergroBerung der interkonnektierenden
Poren durch das zugegebene Material gesehen werden. Das Anreichern von Hydroxylapatit-
Zement mit allogener Spongiosa fiihrte bei Voor et al. [105] zu einer schnelleren Besiedlung
des Defektes mit Lagerzellen und so zu einer ziigigen Inkorporation der noch vorhandenen

Spongiosareste.

Fiir Brewster et al. [10] und Voor et al. [104] spielten fiir die positiven Aspekte der Augmen-
tation von Spongiosa weiterhin die Eigenschaften der Hydroxylapatitpartikel selbst eine Rol-

le. Allerdings war diese Sicht eingeschrinkt auf ihren Versuchsaufbau zur Untersuchung von
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mechanischem Verhalten wéhrend der Implantatkompression. Im Detail betraf dies das ver-
mehrte Vorkommen unterschiedlicher PartikelgroBen im zugegebenen Spongiosa- und-
Hydroxylapatit- Kompositum. Dadurch verbesserten sich zusammen im Verbund die mecha-

nischen Eigenschaften im Kompressionsversuch.

Zur Uberbriickung langer Defektstrecken, bei Anwendung im ersatzschwachen Lager, d.h. bei
mangelnder kndcherner Regenerationspotenz, empfahl Mittelmeier [68] die Augmentation
von osteostimulativen bzw. osteokonduktiven Materialien mit autogener Spongiosa oder

Knochenmark. In diesen Fillen eignen sich, seiner Meinung nach, Ersatzstoffe allein nicht.

Fiir unsere Versuchsreihe verwendeten wir Ostim® als Hydroxylapatitkeramik, welches sich
in seiner Loslichkeit von den derzeit sich auf dem Markt befindenden Keramiken unterschei-

det und dennoch biokompatibel ist.

2.4.3 Ostim®
Ostim” ist eine, in Russland 1995 entwickelte, vollsynthetische, feinpartikulire, phasenreine

Paste, die auf einer Suspension aus reinem Hydroxylapatit und Wasser beruht.

Bei stindiger pH-Kontrolle durch Zugabe von Kalziumoxid (CaO) wird die chemische

Herstellungsreaktion mit Phosphorsiure (H,PO,) eingeleitet. Nach Abschluss der Herstel-

lungsreaktion wird die Suspension durch Filtration und Verdunstung bei einem pH-Wert von
7,5 zu einer hochviskdsen Paste mit einem Hydroxylapatitanteil von 35 Prozent konzentriert.
Die Phasenreinheit des Hydroxylapatits wurde durch Rontgendiffraktion gesichert, zeigte
Konformitit mit reinem Hydroxylapatit und eine durchschnittliche Kristallgroe von 18 nm.
Die nadelformig gestalteten Hydroxylapatit- Kristalle bilden Agglomerate. Das Ca/P- Ver-
héltnis betragt 1,67 [48, 53, 100].

Abb. 2.3: Ostim"-
Kristallaggregate
(7500 x)

Abb. 2.2: Nadelfor-
mige Ostim®-
Kristalle (150 000 x)

Im Vergleich zu Kalziumphosphat- Zementen hirtet Ostim® nach Implantation oder Mischen
mit Blut und/ oder Spongiosa nicht aus und fiihrt damit nicht zu endothermen Aushértungs-

Reaktionen [48, 53]. Dabei zeigt es nach Tadic [99] eine hohere Loslichkeit als Hydroxylapa-
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titkeramiken und fiihrt nach Implantation nicht zu einer Erh6hung des Kalziumspiegels im

Serum. Auflerdem wird ithm von Dingeldein [24] eine hohe Pufferkapazitit zugeschrieben.

Die klinische Uberlegenheit eines solchen Ersatzstoffes als applizierbare Paste soll in seiner
leichten Handhabung liegen, der abschlieBenden Formschliissigkeit mit dem umgebenden

Gewebe und der Féahigkeit, schnell resorbiert werden zu konnen [17].

Ostim® wurde bereits als Knochenersatzstoff in den chirurgischen Disziplinen Traumatologie,
Orthopidie und Kieferchirurgie sowie in der Zahnheilkunde eingesetzt. Hierbei diente er zum
Beispiel als Platzhalter in Kombination mit einer Plattenosteosynthese bei verschiedenen me-
taphyséren Frakturtypen der Tibia als auch des Calcaneus [17, 24, 48]. Dabei wurden histo-
morphologisch weder eine Entziindungsreaktion noch ein Akkumulation von Makrophagen
beobachtet. Vereinzelt wurden Osteoklasten gesichtet, deren Resorptionsflidche kleiner als 0,1
Prozent der gesamten Trabekeloberfldche betrug. Die Osteozyten waren reguldr innerhalb der

Knochentrabekel verteilt [48].

Ostim® soll am Applikationsort zu einem mit Kalzium- und Phosphationen angereicherten
Milieu fithren, welches die Einwanderung knochenbildender Zellen beschleunigt und die lo-
kale Knochenheilung stimuliert. Eine dabei entstehende Fragmentation des Materials konnte
bei verschiedenen Untersuchungen schon kurz nach dem Einbringen beobachtet werden [63,
91]. Diese Materialfragmentation wurde nach Schnettler [91] als essentieller Schritt in Rich-
tung erfolgreiche Rekonstitution der Gewebeintegritét interpretiert. Dabei zeigte sich, dass es,
ungeachtet der verwendeten Tierspezies und des Versuchsaufbaues, zu einer Infiltration von
Zellen kam. Diese ist nach Laschke [63] als Folge einer erfolgreichen Angiogenese zu werten
und resultierte bei Schnettler [91] in einer Knochenneubildung durch Osteoblasten im Sinne
einer Osteokonduktion. Innerhalb von drei bis vier Wochen war Ostim® in der Lage, critical-
size-defects am Versuchsmodell Kaninchen und nach ca. 60 Tagen bei Tibia- Kopf- Defekten

am Schaf komplett auszufiillen [90, 91].

Fiir Ostim® ist der Kontakt mit dem vitalen Knochen essentiell um eine GefiBeinsprossung
und somit die Einwanderung von knochenbildenden Zellen zu gewihrleisten. Tierexperimente
haben dabei gezeigt, dass nanokristallines Hydroxylapatit an den Knochen bindet und die
Knochenheilung durch Stimulation der Osteoblastenaktivitit anregt. Im avitalen Knochenla-
ger kann durch fehlende Gefésseinsprossung mit Ostim® keine Knochenneubildung erfolgen

[24, 91].
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3 Material und Methoden

Alle tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten im Zentrum fiir Grundlagenforschung der
Martin-Luther-Universitdit Halle-Wittenberg. Die Anfertigung der histologischen Préparate
sowie deren abschlieBende Auswertung wurden im Labor fiir Experimentelle Orthopédie der

Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

3.1  Versuchstiere
Der Tierversuch wurde vom Land Sachsen- Anhalt, dem Regierungsprésidium Dessau unter

dem Aktenzeichen 42502/2-560 MLU Halle genehmigt.

Fiir den gesamten Versuchsaufbau standen 66 Kaninchen der Rasse ,,Weisse Neuseeldnder*
zur Verfiigung. Es wurden aus iiberwachten Zuchtbestinden (Firma 1. Krieg, Niederwiinsch)
weibliche, adulte Tiere verwendet und bei Ankunft sofort mit einer laufenden Nummer am
Ohr versehen um Verwechslungen der Tiere wéhrend des Versuchsablaufes zu vermeiden.
Dazu benutzten wir einen wasserunldslichen Faserschreiber. Zu Beginn der Versuchsreihe
waren die Tiere zwischen sechs und neun Monaten alt. Stichprobenartige Rontgenuntersu-
chungen der Hinterldufe zeigten geschlossene Epiphysenfugen und belegten ein abgeschlos-
senes Skelettwachstum. Entsprechend der Vorgaben zur Versuchstierhaltung waren die Tiere
in Einzelkdfigen untergebracht und erhielten ihre Nahrung standardisiert in Form von indus-
triell hergestelltem Pelletfutter und Wasser ad libitum. Fiir die Gesundheitspflege, die tdgliche
Raum- und Kiéfigreinigung sowie Klima- und Lichtrhythmus sorgte das Personal des Zent-
rums fiir Medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitiat Halle-Wittenberg.
Eine Akkomodationszeit der Tiere an die vorherrschenden Laborbedingungen wurde ein-

gehalten. Die Tiere wurden erst ca. 7 Tagen nach Einstallung in den Versuch einbezogen.

3.2  Versuchsanordnung
Die Versuchstiere wurden randomisiert auf fiinf verschiedene Zeitgruppen zu je zwolf Tieren

aufgeteilt (Tab. 3.1).
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Tab. 3.1: Ubersicht Versuchstiere

Tier Tiernummer/ Zeitgruppe

Implantat/ rechts

Implantat/ links

1 2 3 4 5
1 63 54 36 52 39 Ostim®/ Autogene Spongiosa Ostim™/ Allogene Spongiosa
2 64 55 58 53 49 Ostim®™/ Autogene Spongiosa Ostim®™/ Allogene Spongiosa
3 65 56 59 61 50 Ostim®™/ Autogene Spongiosa Ostim®/ Allogene Spongiosa
4 66 57 60 62 51 Ostim"™/ Autogene Spongiosa Ostim®™/ Allogene Spongiosa

5 |10 22 14 19 6 Ostim® allein
6 |13 25 3 2 24
7 |47 45 18 21 23
8 |48 46 20 7 26
9 |27 28 41 30 35
10 | 44 4 29 43 38
11 | 5 9 33 42 40

12 8 12 34 32 37

Ostim®™/ Autogene Spongiosa

Ostim®™/ Autogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim®™/ Autogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim®™/ Autogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim®/ Allogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim®/ Allogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim®/ Allogene Spongiosa Ostim® allein

Ostim® allein

Ostim®™/ Allogene Spongiosa

Die Uberlebenszeiten betrugen fiir Gruppe 1 zwei Wochen, fiir Gruppe 2 vier Wochen, fiir
Gruppe 3 sechs Wochen, fiir Gruppe 4 acht Wochen und Gruppe 5 zwolf Wochen. Innerhalb
jeder Zeitgruppe gab es drei unterschiedliche Implantattypen. Diese setzten sich zusammen

aus:

o Ostim® allein
o Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa und
e Ostim®™ in Kombination mit allogener Spongiosa.

Alle Eingriffe an den Tieren wurden vom selben Operateur vorgenommen. Die Euthanasie der
Tiere wurde mit einer Uberdosis Pentobarbital (Pentobarbital- Natriumsalz, Firma Sigma-
Aldrichchemie GmbH, Steinheim, Deutschland) durchgefiihrt. Zur histologischen Aufarbei-

tung aller Praparate kam die Trenn- Schliff- Technik zur Anwendung.

3.3 Implantate

3.3.1 Autogene Spongiosa

Die Autogene Spongiosa wurde aus dem Material des Bohrlochdefektes mit einer Diamant-
Hohlfrase gewonnen. Der dabei gewonnene Spongiosazylinder wurde in einer von 0,9 % Nat-
riumchloridlosung getrankten Kompresse asserviert und erst kurz vor Anreicherung mit
Ostim® zerkleinert. Bei einer durchschnittlichen Operationsdauer von ca. 60 min betrug die
Asservationszeit weniger als 20 min und lag damit deutlich unter der von Drenhaus [26] for-

mulierten Grenze zur Verwendung autogener Spongiosa. Drenhaus bezweifelte, dass autoge-
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ne Spongiosa nach einer intraoperativen Lagerungszeit von mehr als 30 min noch ihre wesent-

lichen Vorteile gegeniiber anderen Verfahren besitzt.

3.3.2 Allogene Spongiosa
Allogene Spongiosa wurde aus den proximalen Anteilen der Tibia von den Versuchstieren

gewonnen.

Beide Tibiae wurden proximal abgesetzt. Die enthaltene Spongiosa wurde steril mit einem
scharfen Loffel entnommen und nach Explantation sofort gekiihlt. Das iibrige Knochenmate-
rial wurde durch eine Knochenmiihle zerkleinert und standardméBig im hauseigenen Desin-
fektionssystem ,,Lobator SD- 2 aufbereitet, anschlieBend portionsweise steril verpackt und

bei — 84° Celsius aufbewahrt.

Das weitere Procedere wurde in Bezugnahme auf die Richtlinien zur Fiihrung einer Knochen-

bank organisiert.

3.3.3 Ostim®

Ostim® ist ein nanopartikulirer Hydroxylapatit, der uns durch die Firma Osartis GmbH &
Co.KG zur Verfiigung gestellt wurde. Wir verwendeten dazu 2 ml Applikationsspritzen 35 %
igen Ostims” der gleichen Chargennummer, mit der 2 Tiere ausreichend getestet werden
konnten. Die Beimischungen der unterschiedlichen Knochengewebe wurden unter sterilen

Bedingungen wihrend der Operation standardmiBig durchgefiihrt.

Abb. 3.1: Ostim® in handelsiiblicher
Applikationsform

3.4  Implantatanfertigung

Die Implantate wurden den Tieren randomisiert zugeteilt. Daraus ergab sich die Verteilung
laut Tab. 3.1. Zur Defektauffiillung wurde Ostim™ mit autogener oder allogener Spongiosa
vermischt. Als Kontrolle wurde Ostim® allein verwendet. Die Implantatgemische wurden so
hergestellt, dass ein Verhiltnis von Knochenmaterial zu Ostim® von 1:1 bestand. Bei einer
durchschnittlichen Bohrdefektldnge von 10 mm und einem Defektradius von ca. 2,0 mm er-
gab sich ein Volumen von ca. 126 mm’. Aus einer 2 ml- Fertigspritze wurden 0,5 ml Ostim®

mit ca. 100 pg Spongiosa angereichert und pro gesetzten Defekt eingesetzt. Ostim® behielt
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dabei seine pastdse Form bei. Es entstanden so Implantatkdrper mit einer Lange von ca. 1 cm
und einem durchschnittlichem Durchmesser von ca. 4,0 mm. Dadurch gelang ein formschliis-

siger Abschluss zwischen Bohrlochdefekt und Implantatbett.

3.5  Operativer Eingriff und Probengewinnung

3.5.1 Anasthesie

Alle Eingriffe erfolgten unter aseptischen Bedingungen in einem Tieroperatiossaal. Zur All-
gemeinanisthesie erhielten alle Tiere gewichtsadaptiert Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®)
0,2 ml/kg KM und Medetomidinhydrochlorid (Domitor™) 0,25 ml/kg KM i. m. injiziert. Allen
Tieren wurde préoperativ ein i. v.- Zugang in eine laterale Ohrvene gelegt, iiber den wihrend
der gesamten Operationszeit eine Fliissigkeitssubstitution (NaCI 0,9% Braun™) gewihrleistet

war. Bei Bedarf wurde eine geringe Menge des Anésthesiegemisches i. v. nachgespritzt.

3.5.2 Operatives Vorgehen

Nach Eintreten der Anisthesie erfolgte eine Rasur der gesamten Hinterldufe beider Seiten.
Nach Lagerung auf einem Vakuumkissen in Riickenlage und Fixierung der Extremititen er-
folgten die ausgiebige Desinfektion des Operationsgebietes und die sterile Abdeckung. Be-
gonnen wurde auf der linken Seite mit einer Inzision {iber der medialen Femurkondyle in der
Frontalebene. Es folgten das Spalten und Abheben des Periostes sowie das kalkulierte Vor-
bohren mit Hilfe eines Kirschner- Bohrdrahtes von @ 1,25 mm zur exakten Positionierung des
Bohrlochdefektes. AnschlieBend wurde mit einer Hohlzylinderfrise von 4,0 mm Innendurch-
messer, mit Hilfe des noch stehenden Bohrdrahtes, unter Schonung des Knochenursprunges

der Kollateralbdnder ein ca. 10,0 mm tiefer Knochenzylinder unter Wahrung der Gegenkorti-

kalis gefrdst und entfernt.

Abb. 3.3: Operationssitus mit gespiiltem
Leerdefekt

Abb. 3.2: Operationssitus nach Pri-
paration des Implantatortes; Femur
links

Um Hitzenekrosen wihrend des Bohrvorganges mit geringer Drehzahl zu vermeiden, wurde

durch die Operationsassistenz physiologische Natriumchloridlésung (NaCl 0,9% Braun®™) auf
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die Hohlfrdse getraufelt. Die so gewonnene Spongiosa wurde in einer mit physiologischer
Losung (NaCl 0,9% Braun®) getrinkten Kompresse asserviert. Danach folgte das Ausspiilen
der Bohrhohle. Die Bohrlocher wurden auf beiden Seiten mit den vorausgeplanten Implanta-
ten bestiickt. Es wurde beiderseits aufmerksam auf einen Abschluss der Implantate mit den

Kortikales geachtet. Das Implantatbett blieb unverschlossen.

Abb. 3.4: Operatrionssitus, Leerdefekt
gefiillt mit Ostim®™ vor Wundver-
schluss

Danach erfolgten die Naht des Periostes sowie der schichtweise Wundverschluss. Ein steriler
Verband tiber der verschlossenen Wunde zum Schutz der Hautnédhte bildete den Abschluss
des Eingriffes. Zur postoperativen Schmerztherapie erhielten die Tiere einmalig intraoperativ
und tiiber die drei darauf folgenden Tage hinweg zweimal téglich 50 mg des Wirkstoffes Tra-

madolhydrochlorid (Tramal® 100 mg Injektionslésung) subkutan injiziert.

3.5.3 Postoperative Kontrolle

Postoperativ wurden die Tiere auf Zellstoff gelagert und erst nach vollstindigem Abklingen
der Anisthesie in den Tierstall gebracht, um externe Stressfaktoren zu vermeiden. Eine klini-
sche Wundkontrolle mit besonderer Beriicksichtigung von Infektionen und Nahtinsuffizien-

zen wurden téglich bei allen Tieren durchgefiihrt.

3.5.4 Euthanasie und Explantation

Bei Erreichen der vorgesehenen Standzeit wurden die Tiere geopfert. Das Procedere wurde
dabei in Anlehnung an Fehr [31] -gering verdndert- durchgefiihrt. Statt einer gebrauchsferti-
gen Losung verwendeten wir eine Wirkstofftrockensubstanz (Pentobarbital- Natriumsalz,
Firma Sigma-Aldrichchemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in physiologischer Kochsalzlo-

sung (NaCl 0,9 %, Braun®™), so dass eine Losung von 200 mg pro ml resultierte.

Nach erfolgter Opferung wurde der Weichteilmantel beider Femora bis zu den Tuberositas
Tibiae abpripariert. Es erfolgte anschlieBend die systematische Entfernung des Bandapparates
zwischen Femora und Tibia. AbschlieBend wurden die Femora suprakondylir abgesetzt. Bei
der makroskopischen Beurteilung fielen vereinzelt Fadengranulome auf, die aber keine Ver-

bindung mit dem Implantatlager zeigten.
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Abb. 3.5: Rontgenbildkontrolle der Implantat-
lage beider Hinterldufe mit Schemazeichnung

3.6 Aufarbeitung der Proben zur histologischen Untersuchung

3.6.1 Fixierung und Entwasserung

Die gewonnenen Knochenpréparate wurden gekennzeichnet und fiir sieben Tage in einer ge-
pufferten 4 % -igen Formalinlosung fixiert. Danach wurden die Proben fiir 60 Minuten mit
Leitungswasser gespiilt. Dies diente der Vermeidung von kristallinen Niederschligen durch
das Fixationsmedium in den fertigen Blocken. Daran anschlieend erfolgte die Entwisserung

der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe.

Tab. 3.2: Entwisserung der Proben

Alkoholkonzentration Entwésserungsdauer
70% 5 Tage
96% 3 Tage
100% ] 3 Tage
Histo- Clear” 2 Tage

3.6.2 Infiltration und Einbettung

Die Proben wurden zur Vorbereitung der Verarbeitung im Trenn-Diinnschliff-Verfahren in
einen Kunststoff auf Methylmethacrylatbasis, dem Technovit 9100, eingebettet. Als Behilter
wurden fiir die einzelnen Proben kleine Polyethylenflaschen verwendet, welche sich dafiir als
geeignet erwiesen. Die Einbettungslosung bestand hierbei aus Methylmethacrylat, Dibutylph-
talat und Benzoylperoxid. Das eigentliche Einbettmedium stellte das Methylmethacrylat dar.
Dibutylphtalat ist ein Weichmacher, der dem Methylmethacrylat die gleiche Hérte wie dem
einzubettenden Knochen verleiht. Dadurch kam es bei den sich spdter anschlieBenden
Schleifvorgéingen nicht zu Briichen oder Ablosungen an den Kontaktzonen zwischen Kunst-
stoff und Knochengewebe. Als Katalysator fiir die Polymerisationsreaktion wurde Benzoylpe-
roxid verwendet. Zuerst wurden die Proben der Infiltration zugefiihrt. Dazu wurden die Pro-

ben in der Lésung mit Dibutylphtalat versetztem Technovit 9100" fiir je 5 Tage belassen.

24



Material und Methoden

Tab. 3.3: Infiltration der Knochenproben

Zusammensetzung Losung 1 Technovit 9100

Weichmacher (10 ml/ 90 ml MMA 1)
Infiltrationsdauer 2 mal 5 Tage
Infiltrationsbedingungen Raumtemperatur

Es erfolgte ein einmaliger Wechsel der Infiltrationslosung. Bei Abschluss der Infiltration
wurde das Benzoylperoxid als Katalysator zugegeben. Die Aushdrtung der Proben geschah in
einem thermostatkontrollierten Wasserbad bei 27° Celsius, um eine vermehrte Polymerbil-
dung zu vermeiden. Schlussendlich wurden die Proben anschlieBend bei 37° Celsius getem-

pert.

Tab. 3.4: Einbettung der Proben

Technovit 9100”
Zusammensetzung Ldsung 2 Weichmacher (10 ml/ 90 ml MMA)
Benzoylperoxid (1 g auf 100 ml MMA)
Einbettungsdauer 3 Tage
Einbettungsbedingungen 27° C (Wasserbad)
Technovit 9100”
Zusammensetzung Losung 3 Weichmacher (10 ml auf 90 ml MMA)
Benzoylperoxid (3 g auf 100 ml MMA)
Einbettungsdauer 3 Tage
Einbettungsbedingungen 27° C (Wasserbad)

3.6.3 Herstellung von Préaparatschliffen

Bevor die entstandenen Priparatblocke geschnitten wurden, erfolgte die Uberpriifung auf
vollstindige Aushdrtung. Die Priparate wurden an einer Prizisions- Diamant- Trennschliff-
einrichtung (Fa. Exakta Apparatebau, Noderstedt, Deutschland) hergestellt. Bis zum Errei-
chen der duBleren Kortikalis wurde schrittweise gesdgt um das iiberschiissige Methylmethac-
rylat zu entfernen. Anschlieend wurden je Block vier Schliffe von 900 pm Dicke senkrecht
zur Lingsachse des Bohrlochdefektes gewonnen. Die Trennschleifeinrichtung setzt sich zu-
sammen aus Trenneinheit, Prézisionsparallelfithrung, dosierbarem Vorschub und einem Kiihl-
system. Das Prinzip basiert auf einer Bandsidge. Zum Gewinn glatter und sauberer Schnittfli-
chen pendelte die Werkstiickfiihrung um ihre eigene Achse. Der Préiparatevorschub wird tliber
das contact-point-Verfahren mit verschiedenen, zur Verfiigung stehenden Gewichten gesteu-
ert, um eine optimale Einstellung fiir das zu untersuchende Material zu finden. Damit l&sst

sich ein Ausbrechen von Knochenbilkchen an der Kunststoff/ Knochengrenze verhindern.
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3.6.4 Dunnschlifftechnik

Nun folgte zur Herstellung von histologischen Préparaten das Aufkleben auf einen transparen-
ten, planparallelen Objekttriger. Die Aushértung des transparenten Klebers (Technovit 721 0",
Fa. Kulzer, Friedrichshafen, Deutschland) wurde unter UV- Licht vorgenommen. Den Fein-
schliff auf durchschnittlich 80 um und das Polieren des aufgeklebten Prdparates besorgte ein
rotierendes Mikroschleifsystem (Fa. Struers, Willach, Deutschland). Dafiir wurde Nass-
Schleifpapier in aufsteigender Kérnung (P 800, P 1200, P2400, P 4000) verwendet.

Abb. 3.6: Pro- Abb. 3.7: Ferti-
be eingebettet ge Knochen-

in MMA mit 4 schliffe aufge-
Knochen- klebt und unge-
schliffen farbt

3.7 Histologische Farbungen

3.7.1 Ladewig- Farbung

Zur histomorphometrischen Auswertung wiahlten wir als Oberflichenfarbung die Ladewig-
Féarbung. Nach Ladewig [62] eignet sich diese Methode zur gleichméBigen und niederschlags-
freien Farbung der Prédparate bei konstanten Resultaten und feinen Kontrasten. Fiir unsere
Untersuchungen, unter Aspekten der Histomorphometrie, konnten wir die vielseitigen Gewe-
bedifferenzierungen optimal nutzen um Ostim® von den restlichen Geweben zu identifizieren
und dessen Oberfldchenanteil exakt bestimmen zu konnen. Durchgefiihrt wurde die Farbung

gemil folgenden Schritten:

e Knochenschliffe 2 min in Ameisensaure 0,1 % anitzen

e in Leitungswasser spiilen

e fiir 2 h in Methanol 20 %

e in Leitungswasser spiilen

e 10 min fiarben mit WEIGERTSCHEM Eisenhdmatoxylin

e spiilen in Aqua dest.

e 10 min firben in Phosphor- Wolframséure 5 %

e spiilen in Aqua dest.

e 12 min firben in Anilinblau-Saurefuchsin-Goldorange- Losung
e spiilen in Aqua dest.

e  Entwisserung fiir je 1 min nacheinander mit 96 %, absolut. Ethanol
e 3 min Xylol

e Eindecken in Kanadabalsam.
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Die Farbeverhalten teilen sich wie nachfolgend angegeben mit (Tab. 3.5):

Tab. 3.5: Farbeverhalten der zelluldren und extrazelluldren Strukturen bei der Ladewig- Fir-
bung

Kristalliner
Gewebestruktur Zellkern Bindegewebe Erythrozyten Kalk Kalk
Farbeverhalten Amorph
Ladewig Dunkelbraun Blauviolett/Karminrot Hellorange Grau bis Rot  Rot

3.7.2 Giemsa- Farbung

Zur histologisch, qualitativen Beurteilung des Einheilverhaltens von Ostim nutzen wir die
Oberflachenfiarbung nach Giemsa [80]. Aufgrund der guten Kontrastgebung zwischen Zellen,
Interzellularsubstanz und Hartgewebe konnten wir zelluldre Reaktionen sichtbar machen und

so das histologische Bild der Auswertung abrunden.

Das jeweilige Féarbeverhalten der Gewebe und deren Zellen wird aus Tab. 3.6 ersichtlich.

Tab. 3.6: Farbeverhalten der zelluldren und extrazelluldren Strukturen bei der Giemsa- Far-
bung

Osteoid/ Bin- Alter Kno- Neugebildeter

Gewebestruktur ~ Osteoblasten Osteoklasten degewebe chen Knochen
Féarbeverhalten
Giemsa Blau Blau Blassblau Zartrosa Rosa

Angefertigt wurde die Farbung in der Reihenfolge der angefiihrten Schritte:
e  Knochenschliffe 2 min in Ameisensédure 0,1 % anétzen
e in Leitungswasser spiilen
e fiir 2 h in Methanol 20 %
e in Leitungswasser spiilen
e 30 min farben in Giemsalosung 1:10 bei 60 °C im Brutschrank
e  Spiilen in Aqua dest.

e  Spiilen in Essigwasser (8 Tropfen Eisessig auf 100 ml Aqua dest.) bis der blaue Farbiiberschuss verschwin-
det und die Schliffe rétlich erscheinen

e  Entwisserung nacheinander mit 70 %, 96 %, absolut. Ethanol
e Kurz durch Xylol schwenken
e Eindecken in Kanadabalsam

3.7.3 Masson-Trichrom-Goldner-Farbung

Durch die Trichromfarbung nach Goldner lassen sich unverkalkte Knochenmatrix und Weich-
teilgewebe gut voneinander unterscheiden. Urspriinglich zur Histomorphometrie geplant,
konnten wir diese Farbung zur quantitativen Auswertung nicht nutzen, da sich unser Implan-
tatwerkstoff aufgrund seines Hydroxylapatitgehaltes mit anfiarbte. Eine Differenzierung von

Lagerknochen und Implantat war somit nur bedingt moglich. Bei der histologisch, qualitati-
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ven Auswertung konnten wir die mit dieser Firbemethode bearbeiteten Priaparate jedoch nut-

zen. Das Férbeverhalten der unterschiedlichen Gewebe ist in Tab. 3.7 zusammengefasst.

Tab. 3.7: Zelluldres und extrazelluldres Farbeverhalten bei der Masson-Trichrom-Goldner-
Farbung

Gewebestruktur  Zytoplasma Erythrozyten  Osteoid/ Bin- Mineralisierter Verkalkte

degewebe Knochen Knorpelmatrix
Farbeverhalten
Masson-
Trichrom-
Goldner Rotlich- Braun ~ Orange Rotorange Griin Hellgriin

Die Farbung wurde gering modifiziert nach dem Schema von Romeis [80] durchgefiihrt:

e  Knochenschliffe fiir 2 min in Ameisensaure 0,1% anétzen
e mit Leitungswasser spiilen

e fiir 2 h in Methanol 20 %

e mit Leitungswasser spiilen

e 7 min firben in Saurefuchsin-Ponceau (Masson Losung, Goldner I)
e  spiilen mit Essigsdure 2 %

e 5 min firben mit Phosphorwolframsiure-Orange-G

e  spiilen mit Essigsdure 2 %

e 10 min férben in Lichtgriin bei 60°C im Brutschrank

e spiilen in Essigsdure 2 %

e Auswaschen mit Aqua dest.

e Nacheinander Entwéssern mit 70%, 96%, absolut. Ethanol

e  Kurzes Schwenken in Xylol
® Eindecken in Kanadabalsam.

3.8  Auswertung

Die Auswertung der Knochenschnitte erfolgte morphologisch und morphometrisch. Die Kno-
chenneubildungsrate wurde histomorphometrisch unter Verwendung der Relation von Kno-
chenfldche zur gesamten Defektfliche evaluiert. Qualitativ wurde das Einwachsverhalten an-

hand der Giemsa- Farbung dokumentiert.

3.8.1 Histomorphometrie
Zur Histomorphometrie wurde das automatische Bildanalysesystem KS 300 (Fa. Carl Zeiss
Vision GmbH, Deutschland) benutzt. Dazu wurde das histologische Bild mit einer Videoka-

mera am Lichtmikroskop Axioplan (Fa. Carl Zeiss Vision GmbH, Deutschland) digitalisiert.

Es war mit dieser Gerétekonstellation moglich, Echtfarbbilder im RGB oder HLS- Modus zu
akquirieren und zu analysieren. Wir entschieden uns fiir den HLS- Modus, da mit diesem eine

gute Differenzierung von farbtemperaturdhnlichen Rottonen moglich ist und das digitalisierte
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Bild in guter Ubereinstimmung zum lichtmikroskopischen Bild stand. Das Farbbild wird da-
bei in drei Grauwertbilder zu jeweils 24 Bit Bildtiefe zerlegt. Fiir die genaue Beurteilung der
histologischen Strukturen wurde eine 100—fache VergroBerung gewéhlt. Durch die durch-
schnittliche GroBe des Bohrlochdefektes von ca. 4 mm kam nicht das gesamte Implantatbett
in einem Gesichtsfeld zur Darstellung. Es wurden deshalb 80 Bilder digital so aneinander
gefiigt, dass es ein vollstindiges Ubersichtsbild entstand. Moglich wurde dies durch einen
Scanningtisch (Fa. Merzhduser, Wetzlar, Deutschland). Dieser konnte iiber ein Softwaretool
des Systems KS 300 direkt gesteuert werden. Dazu wurde eine MeBsoftware als Makro pro-
grammiert. Die Tischsteuerung wurde so gewihlt, dass der Bereich des Bohrlochdefektes im
Zentrum lag und alle relevanten, sich darum gruppierenden Strukturen, erfasst werden konn-
ten. Die Bildgrofe Betrug 2984 x 2800 Pixel. Die Analyse der Strukturen erfolgte in mehre-
ren Schritten, welche jeweils zur interaktiven Kontrolle durch ein graphisches Overlay ange-

zeigt wurden.

Folgendes Procedere war dabei festgelegt:
e Festlegung der Lage der Messregion (,,region of interest®)
e Markieren des Osteoides und der mineralisierten Spongiosa

e Erstellen des bindren Bildes und Messung.

Durch die stindige graphische Darstellung bestand eine interaktive Kontrolle fiir die Lage der
Messregion und Markierungen. Dies betraf insbesondere die Farbschwankungen und tiberla-
gerungsbedingte Artefakte. Es konnte somit auch sichergestellt werden, dass alle relevanten
Strukturen beriicksichtigt wurden. Die aus der Segmentierung entstandenen Binérbilder konn-
ten bei vorhandenen Segmentierungsfehlern durch bindre Operationen an Hand der Software
korrigiert werden. Fiir alle Praparate wurde das gleiche Makro verwendet, so dass der Mess-
prozess fiir alle Préparate gleich war. Die ,,region of interest* (ROI) wurde fiir alle Préparate
mit 950 Pixel gleich grof3 gewihlt und im digitalisierten Bild auf den Bohrlochdefekt zentriert
festgelegt. Alle anderen, liber diesen Messkreis hinaus verteilten, Strukturen wurden ausge-

blendet. Die Messung gliederte sich in folgende Schritte:

e Segmentieren des mineralisierten Knochens

e Uberfithren der segmentierten Region in ein binires Bild

e Messung der Pixelanzahl des Binérbildes

e Berechnen des Verhiltnisses mineralisierter Knochen/ Gesamtfliache
e Messung der Trabekeldicke

e Speicherung der Messdaten in einer Datenbank.
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Jeder gefirbte Knochenschliff wurde dreimal zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten ge-
messen. Folgenden Strukturparameter zur Bestimmung von Knochenneubildung und Kno-

chenqualitdt wurden in Anlehnung an Parfitt [77] gleichzeitig gemessen bzw. berechnet:

e Der Anteil der mineralisierten Knochensubstanz innerhalb des Messfeldes (BV/TV)
in Prozent

Dieser Anteil ergibt sich aus dem Verhéltnis der Knochenfldache zur Gesamtfliche des Mess-

feldes (ROI) abziiglich der Implantatflache.

e Die durchschnittliche Trabekeldicke (Th.Th) in um

Dazu wurde in einer Richtung, fiir alle Messungen gleich, die Trabekeldicke wéhrend des
Messvorganges als Teilschritt des Makros tliber die gesamte Messflache hinweg bestimmt und

gemittelt.

e Die Anzahl der Trabekel (Th.N) pro mm

Dieser Parameter wurde errechnet nach der Formel:

(BV ITV)
Th.Th

e Der Trabekelzwsichenraum (Th.Sp.) in um

Der Trabekelzwischenraum wird nach folgender Formel berechnet:

(-1
Tb.N

Die Statistische Aufarbeitung sowie die Anfertigung der Diagramme erfolgten mit dem Da-

tenverarbeitungsprogramm SPSS fiir Windows 12.0 (SPSS Deutschland GmbH, Miinchen). Es

3.8.2 Statistik

wurden bei der Auswertung die unterschiedlichen Implantatgruppen untereinander zu den
einzelnen Untersuchungszeitpunkten iiberpriift. Da die Knochenschliffe mehrfach gemessen
wurden, gingen ihre Messwerte gemittelt in die statistische Auswertung ein. Zur Anwendung
kamen fiir den Vergleich der Mittelwerte der Mann-Whitney U-Test und Kolmogorov-
Smirnov- Test. Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05 festgelegt. Bedingungen fiir den
Mann-Whitney U-Test sind nach Sachs [88] die Unabhingigkeit der Stichproben voneinander
und eine nicht- normalverteilte Grundgesamtheit. Durch unser Studiendesign wurden beide
Kriterien erfiillt. Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges konnten nur generelle Tenden-

zen zwischen den Implantatgruppen zu gleichen Untersuchungszeitpunkten bestimmt werden.
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4 Ergebnisse

4.1  Histologische Befunde

4.1.1 Zwei Wochen postoperativ

Ostim” allein

Zwei Wochen nach Implantation der Hydroxylapatitkeramik bildet sich vom randstindigen
Wirtsknochen ausgehend zarter Geflechtknochen, der das Implantat und die Kavitit ringfor-

mig umschlieBt und an der Oberfliche von Osteoid iiberzogen ist. Nur an wenigen Stellen hat

dieser neu gebildete Knochen unmittelbar bindegewebsfreien Kontakt zur Implantatoberfla-

che (Abb. 4.1).

HB
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Abb. 4.1: Ostim®™ und umgebender Abb. 4.2: Implantatlage in Umge-
Geflechtknochen, Masson- bung des Lagerknochens, Giemsa-
Trichrom-Goldner- Farbung Férbung

Das Implantatmaterial baut sich diskontinuierlich und bruchstiickhaft an den Réindern ab.
Brocken unterschiedlicher Gréf3e haben sich vom zentralen Kern gelost und werden zum ii-
berwiegenden Teil von lockerem, zellarmen Bindegewebe umgeben. An einigen Stellen
wichst der Geflechtknochen in die Hohlrdume zwischen den einzelnen Implantatkonglomera-
ten ein und hat kleinere Fragmente der Keramik ummantelt. Im Zentrum behélt es eine kom-
pakte Form und zeigt keinerlei Zerfallserscheinungen (Abb. 4.2). Das Bindegewebe enthilt
mononukledre Zellen, vor allem Plasmazellen und Lymphozyten. Ganz vereinzelt sind mehr-
kernige Riesenzellen zu erkennen. Sie liegen jedoch ebenfalls im Bindegewebe und nicht auf

der Oberfliche des Implantates.

Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa

Im Gegensatz zum Ostim® allein ist bei der Kombination mit autogener Spongiosa bei den
meisten Versuchstieren ein komplett scholliger Zerfall des Ostims® zu beobachten. Es zerfillt
in kleine und kleinste Partikel, die von der beigemischten Spongiosa separiert sind. An den
Réindern des Wirtsknochens hat sich ein schmaler Saum von jungem Geflechtknochen mit

zahlreichen kleinen Trabekeln gebildet (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Zerfallenes Implantat mit Abb. 4.4: Knochentrabekel mit
Geflechtknochen und autogenem osteoblastdrem Saum, Giemsa-
Knochen, Ladewig-Farbung Férbung

Diese sind von Osteoblasten bedeckt und grenzen fast ausschlieBlich an eine dicke Bindege-
websmembran (Abb. 4.4). Die transplantierte, in Bindegewebe eingeschlossene Spongiosa
zeigt sich durchweg avital und an ihrer Oberfliche Howship- Resorptionslakunen mit Oste-

oklasten (Abb. 4.5).

Abb. 4.6: Geflechtknochensaum
webe mit Osteoklasten, Giemsa- und autogenes Knochengewebe im
Féarbung Implantat, Ladewig-Féarbung

Im Bindegewebe selbst finden sich zahlreiche Makrophagen mit einem schaumigen Zytop-
lasma, die Hydroxylapatitpartikel phagozytiert haben. Dariliber hinaus sind Lymphozyten,
Plasmazellen und Fibrozyten zu erkennen. Mehrkernige Riesenzellen sind nur sehr vereinzelt
zu finden. Bei einer zweiten Gruppe von Tieren liegt das Implantatmaterial, wie beim Ostim®
allein, kompakt in der Implantationshdhle und zeigt nur an den Réndern kleinere, abgespreng-
te Fragmente. Es ist an der Grenze zum Wirtsknochen von feinen Bilkchen aus jungem Ge-
flechtknochen umgeben. Auch hier ist das Implantat fast durchgéingig von Bindegewebe ab-

gegrenzt, das zum Teil ausgeprégter als beim Ostim® allein erscheint (Abb. 4.6).

Ostim® in Kombination mit allogener Spongiosa

Das eingebrachte Implantat hat sich an den Randern aufgelost, ist kleinschollig zerfallen und

vollstindig von einer schmalen Membran aus zellreichem Bindegewebe eingeschlossen. Vom
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umgebenden Wirtsknochen ausgehend haben sich bei einigen Versuchstieren zahlreiche und

stark verzweigte Trabekel aus Geflechtknochen gebildet, die das Implantat unvollstindig ein-

schlieBen (Abb. 4.7).

100 pm

Abb. 4.8: Eingeschlossenes allo-
Implantat und Lagerknochen, genes Knochengewebe, Giemsa-
Giemsa-Farbung Férbung

Der eingebrachte allogene Knochen ist avital. Zum Teil liegt er noch im Ostim® eingeschlos-
sen, zum Teil an seiner Oberfliche und wird an einigen Stellen bereits vom Wirtsknochen
umspannt (Abb. 4.8). Bei anderen Tieren dieser Gruppe kommt es zu keiner Osteoneogenese
am Rand des Wirtsknochens. Vielmehr liegt das Implantat ebenfalls an den Ridndern schollig
zerfallen im vollkommen areaktiven Gewebe und trdgt im Inneren die von dem Hydroxylapa-

tit eingeschlossenen allogenen Knochentransplantate (Abb. 4.9).

Abb. 4.9: Ostim® eingeschlossen von Ge-
flechtknochen, Ladewig-Féarbung

4.1.2 Vier Wochen postoperativ

Ostim” allein

Vier Wochen nach Implantation von Ostim® allein findet sich eine relativ kompakte Masse im
Zentrum des Bohrloches, die jetzt eine durchgehend konglomeratartige Struktur mit einem
grobscholligen Randsaum zeigt. Die Reaktionen des Lagerknochens auf das Implantat sind
unterschiedlich. Bei einem Teil der Versuchstiere ist eine intensive, vom Lagerkochen ausge-

hende Neubildung von feinen Knochentrabekeln zu beobachten. (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Randstdndige intensive Abb. 4.11: Von Geflechtknochen
Knochenneubildung, Ladewig- eingeschlossenes Ostim™, Lad-
Férbung ewig-Farbung

Die Geflechtknochentrabekel stellen sich dabei breiter dar als nach zwei Wochen und weisen
eine dichte Verzweigung auf. Neben unmittelbarem Kontakt zum Implantat l4sst sich auch ein
zellarmes Bindegewebe im Interface ausmachen (Abb. 4.11). Im Gegensatz dazu liegt bei
anderen Tieren das Implantat fast unverdndert im Bohrkanal und es finden sich nur geringfii-

gig kndcherne Reaktionen (Abb. 4.12).

Abb. 4.12: Ostim® und Lagerknochen,
Ladewig-Farbung

Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa

Der Ostim®- Anteil des Implantates liegt als kompakte Ansammlung im Knochendefekt und

bietet ein dhnliches Bild wie nach 2 Wochen.

Bei sieben von acht Tieren zeigt sich lediglich an der freien Oberfliche des Implantates eine

Knochenneubildung (Abb. 4.13).

Abb. 4.13: Implantat mit oberflachlicher
Knochenneubildung, Ladewig-Farbung
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Dabei findet sich zum groBen Teil lockeres, zellarmes Bindegewebe zwischen Implantatober-
fliche und den schmalen, neu gebildeten Knochentrabekeln. Das eingebrachte Knochenmate-
rial unterliegt keinerlei Umbaureaktionen und liegt unverdndert in der Hydroxylapatitpaste

(Abb. 4.14).

R

Abb. 4.14: Implantatoberfliche mit umge-
bendem Bindegewebe, Giemsa-Féarbung

Ein grofflachiger, bruchstiickhafter Zerfall des Implantates als Ergebnis einer sehr aktiven
Knochenbildung kann nur bei einem Versuchstier beobachtet werden. Dabei sind kleinere
Hydroxylapatitfragmente entstanden, die von einer Vielzahl kleiner Bélkchen aus Geflecht-
knochen umspannt sind und an deren Oberflache sich gleichzeitig eine intensive Osteoidbil-

dung erkennen lédsst (Abb. 4.15).

‘i oo --',g.l Q'f(l':' j  100pm 3 K. hll]pm
Abb. 4.15: Eingeschlossene Hydro- Abb. 4.16: Bindegewebsfreie Kon-
xylapatitfragmente, Ladewig- taktflache zwischen Implantat und
Féarbung Knochen, Ladewig-Farbung

Es entsteht an vielen Stellen ein unmittelbarer und bindegewebsfreier Kontakt zwischen Kno-
chenbilkchen und Implantatoberfliche (Abb. 4.16).Die neu gebildeten Knochenbélkchen tra-
gen zusitzlich breite Osteoblastensdume und an wenigen Stellen findet sich hier zellarmes,

lockeres Bindegewebe (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Osteoblastensdume am Kno-
chentrabekel, Giemsa-Farbung

Ostim® in Kombination mit allogener Spongiosa

Vier Wochen nach der Implantation von Ostim® im Gemisch mit allogener Spongiosa ist bei
vier von acht Tieren eine kriftige, trabekulire Knochenneubildung zu erkennen. Das Ostim®
ist teils resorbiert, teils kleinschollig zerfallen und von neu gebildetem Knochen ummantelt.
Der Knochen liegt dem Implantatmaterial unmittelbar ohne bindegewebige Interponate auf

(Abb. 4.18).

Abb. 4.18: Bindegewebsfreier Abb. 4.19: Resorptionslakunen am
Kontakt zwischen Implantat und allogenen Knochen, Ladewig-
Geflechtknochen, Ladewig- Férbung

Féarbung

Die zusitzlich eingebrachte Spongiosa findet sich an einigen Stellen in den Wirtsknochen
integriert und an den Oberflichen sind Resorptionslakunen erkennbar (Abb. 4.19). Mit Hilfe
der Giemsa- Fdrbung (Abb. 4.20) zeigen sich in den weiten Markrdumen des neu gebildeten

Knochens lockeres Bindegewebe und physiologisches, blutbildendes Mark.

Abb. 4.20: Bindegewebe mit blutbilden-
dem Mark, Giemsa-Féarbung

e
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Bei den iibrigen vier der acht Tiere erfolgt eine knocherne Integration dagegen nur am Rand.
In der Mitte des Bohrloches liegt dabei wiederum als kompakte Masse das Ostim® mit einge-
schlossenen allogenen Knochenanteilen ohne sichtbare Zeichen einer relevanten Knochen-
neubildung oder Degradation. Randstéindig prisentiert sich ein scholliger Zerfall des Ostims®,

dessen Fragmente von Geflechtknochen eingeschlossen sind (Abb. 4.21).

CoZ 7 Abb. 421 Randstandig eingeschlossenes
'Wum g Implantat, Ladewig-Férbung

4.1.3 Sechs Wochen postoperativ

Ostim” allein

Bei sechs Tieren liegt das Ostim” als kompaktes Konglomerat im Zentrum des Bohrkanals.
Es zeigt die typische, grobschollige Morphologie, die auch zu den fritheren Implantationszeit-

punkten beobachtet wurde. In der Peripherie ist das Implantat aufgelockert und schmale Kno-

chenbilkchen wachsen mit unterschiedlicher Intensitdt in die oberflachlichen Schichten ein

(Abb. 4.22).

Abb. 4.22: Ostim mit einzelnen Knochen-
trabekeln, Ladewig-Farbung

In der Giemsa- Fdrbung stellt sich an vielen Stellen im Interface zwischen Lagerknochen und
Implantat Bindegewebe dar. Zwischen den von Geflechtknochen bedeckten Implantatfrag-
menten lassen sich Fibrozyten und vereinzelten Rundzellen ohne Fremdkdrperriesenzellen

erkennen (Abb. 4.23 und Abb. 4.24).
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Abb. 4.23: Bindegewebe zwischen Abb. 4.24: Interponiertes Binde-
Implantat und Geflechtknochen, gewebe mit Fibriozyten, Giemsa-
Giemsa-Firbung Férbung

Bei einem Tier findet sich im Gegensatz zu den Ubrigen das Ostim® eher kleinschollig zerfal-

len. Zusammenhingende Ostim®- Areale bestehen nur noch im Zentrum des Implantates. Die

einzelnen Implantatfragmente sind dabei zum Teil vollstindig von Geflechtknochentrabekeln

umschlossen (Abb. 4.25).

Y Abb. 4.25: Von Geflechtknochen umschlosse-
100 g _ - nes Ostim”, Ladewig-Farbung

Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa

Bei sechs von acht Tieren ist das Implantat vollkommen in kleine Bruchstiicke zerfallen.
Gleichzeitig kam es zu einer kréftigen Neubildung von Geflechtknochen, der die Implantat-
fragmente mit seinen Trabekeln vollstindig umspannte. Die transplantierte, autogene Spongi-
osa zeigt im histologischem Bild eine geringe Metachromasie und wird ebenfalls von neu

gebildetem Geflechtknochen eingeschlossen (Abb. 4.26).

Abb. 4.26: Umschlossenes metachromati-
sches autogenes Knochengewebe, Lad-
ewig-Farbung
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Die Giemsa- Firbung zeigt einen neu gebildeten Knochen, der sich zwischen autogenem
Transplantat und Ostim® briickenartig ausgebildet hat. Am Unterrand des autogenen Trans-
plantates finden sich Osteoklasten in kleinen Resorptionslakunen. Im lockeren Bindegewebe

lassen sich vereinzelte Plasmazellen und Lymphozyten erkennen (Abb. 4.27).

Abb. 4.27: Geflechtknochen zwi- Abb. 4.28: Oberfliachlicher Ge-
schen autogenem Knochen und flechtknochen, Ladewig-Farbung
Ostim®, Giemsa-Firbung

Bei zwei von acht Tieren lag das Ostim® gemeinsam mit der autogenen Spongiosa weitge-
hend unveréndert als kompaktes Implantat im Zentrum der Metaphyse und war lediglich von

diinnen Knochentrabekeln umgeben (Abb. 4.28).

Ostim® in Kombination mit allogener Spongiosa

Bei fiinf von acht Tieren liegt das Implantat mit der allogenen Spongiosa weitgehend unver-
dndert im Bohrkanal und wird von einer Schicht straffen Bindegewebes umschlossen. Zum

Wirtsknochen hin wird es von schmalen Geflechtsknochentrabekeln abgegrenzt (Abb. 4.29).

Abb. 4.29: Ostim® mit Geflecht- Abb. 4.30: Resorptionslakune in
knochen, Ladewig-Farbung der Diaphyse, Ladewig-Farbung

Bei zahlreichen Tieren finden sich im kompakten Knochen der distalen Femurdiaphyse, aus-
gehend von der endostealen Oberfliche, grole Resorptionszonen (Abb. 4.30). Die oste-

oklastiren Resorptionszonen finden sich hdufig auch im Inneren der Kortikalis. Bei einem
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Tier liberzieht ein lang gestreckter Kallus die Kompakta der gesamten proximalen Diaphyse

(Abb. 4.31).

Abb. 4.31: Aufgelagertes Kallus- Abb. 4.32: Randstindig einge-
gewebe, Ladewig-Farbung schlossenes Ostim®, Ladewig-
Féarbung

Bei den iibrigen drei Tieren wird ein vollig anderes histologisches Bild erkennbar: Hier ist das
Ostim® in groBen Teilen des Implantatdurchmessers kleinschollig zerfallen. Die Implantat-
fragmente werden dabei vollkommen von neu gebildetem Knochengewebe umschlossen

(Abb. 4.32).

4.1.4 Acht Wochen postoperativ

Ostim” allein

Acht Wochen nach der Implantation von Ostim ist bei sieben von acht Tieren keine weitgrei-
fende Verdnderung des Implantatmaterials in der distalen Femurmetaphyse zu erkennen. Das
Implantat zeigt einen partiell, scholligen Zerfall und wird von einem schmalen Saum straffen
Bindegewebes umschlossen. Vom randstindigen Wirtsknochen ausgehend, umschlieBen Ge-

flechtknochentrabekel ohne lamelldre Strukturen zirkuldr das Implantat. (Abb. 4.33).

-
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Abb. 4.33: An das Implantat Abb. 4.34: Resorptionslakunen
angrenzender Knochentrabekel, am Wirtsknochen, Ladewig-
Ladewig-Farbung Férbung

An den Réndern des Implantates haben sich Teile vom Implantatkdrper gelost und liegen im

Maschenwerk des Wirtsknochens, der zum Teil sehr ausgeprigte, osteolytische Arrosionen im
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Sinne von typischen Howship-Resorptionslakunen bietet (Abb. 4.34). Gleichfalls konnen
wieder Resorptionsareale in der Diaphyse der Femura mit Auflagerung von endostealen und

periostealem Kallus beobachtet werden (Abb. 4.35).

100_p.m
Abb. 4.35: Kallusauflagerungen Abb. 4.36: Fragmentirer Zerfall
an der Diaphyse, Ladewig- von Ostim®, Ladewig-Firbung
Féarbung

Nur bei einem Tier zeigt das Ostim® nach acht Wochen einen fast vollstindigen, fragment-
dren Zerfall in Partikel unterschiedlicher GroBe. Zwischen diesen Partikeln liegt lockeres
Bindegewebe, welches bis in das Zentrum des Implantates reicht. In der Peripherie finden sich
schmale Geflechtknochentrabekel, die das Implantat zum Teil vollstindig einschlieBen (Abb.
4.36). In der Giemsa- Fdrbung lassen sich im lockeren, zellarmen Bindegewebe vereinzelte

Rundzellen erkennen (Abb. 4.37).

Abb. 4.37: Bindegewebe mit vereinzelten
Rundzellen

Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa

Bei vier von acht Tieren liegt das Implantat im distalen Femur nur minimal kndchern integ-
riert vor. Es finden sich, vom Wirtsknochen ausgehend, eine bindegewebige Abgrenzung und
kleinere Bélkchen von Geflechtknochen. In der Peripherie des Implantates sind nur kleinere

abgeldste Ostimpartikel von Knochenbilkchen umschlossen (Abb. 4.38).
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Abb. 4.38: Abgeldster Ostimpartikel mit Ge- Abb. 4.39: Resorptionslakune
flechtknochen, Ladewig-Farbung in der Diaphyse, Ladewig-
Féarbung

Die diaphysdren Anteile der Femura zeigen wiederholt Resorptionslakunen (Abb. 4.39). In
der Giemsa- Fdirbung stellen sich wieder im lockeren, kollagenem Bindegewebe, welches das

Implantat zu groen Teilen umgibt, zahlreiche Rundzellen dar (Abb. 4.40).

100 pm

Abb. 4.41: Ostim® mit neuge-
gewebe mit Rundzellen, Giemsa- bildetem Knochen, Ladewig-
Férbung Férbung

Bei den iibrigen vier Tieren ist ein kleinscholliger Zerfall des Implantates mit angrenzender
Herausbildung zahlreicher, diinner Geflechtknochentrabekel, einschlieBlich eines lamelldren

Umbau zu beobachten (Abb. 4.41).

Ostim® in Kombination mit allogener Spongiosa

Bei sechs von acht Tieren ist das Implantat von einem schmalen, bindegewebigen Saum und

partiell auch von schmalen Knochentrabekeln umschlossen (Abb. 4.42).

Abb. 4.42: Oberfliachliche Knochenneubil-
dung mit interponiertem Bindegewebe,
Ladewig-Farbung

42




Ergebnisse

Die Diaphysen lassen wiederum langstreckige Resorptionszonen und Kallusauflagerungen
endosteal und periosteal erkennen. Es kommt zu einer regelrechten Verjiingung der kortikalen

Strukturen (Abb. 4.43).

Abb. 4.43: Diaphysale Resorpti- Abb. 4.44: Interponiertes Binde-
onslakune mit endostealer Kal- gewebe mit Rundzellen, Giemsa-
lusbildung, Ladewig-Farbung Féarbung

In der Giemsa- Fdrbung lésst sich bei den Priparaten ein weitmaschiges, lockeres Bindege-
webe zwischen dem transplantieren Knochen bzw. den Ostimpartikeln erkennen, dass zahlrei-
che einkernige Rundzellen und Fibrozyten enthilt. Mehrkernige Riesenzellen sind nicht zu

finden (Abb. 4.44). Die transplantierte Spongiosa ist zum Teil noch in das Ostim® eingebettet,

zum Teil hat der neu gebildete Knochen Anschluss an das Transplantat stattgefunden (Abb.
4.45).

L _ 100 )
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Abb. 4.45: Allogenes Knochen- Abb. 4.46: Kleinschollig zerfalle-

gewebe an Geflechtknochen und nes Implantat mit Geflechtknochen,
Ostim® angrenzend, Giemsa- Ladewig-Farbung
Féarbung

Bei den anderen beiden Versuchstieren findet sich ein vollstindig kleinscholliger Zerfall des
Implantates. In der Metaphyse der Femura liegen nur noch wenige kleinschollige Reste des
Ostims®, die zum groBen Teil von schmalen Geflechtknochenbilkchen umgeben sind. Das im
Bohrkanal vorliegende, engmaschige Netzwerk trabekuldren Knochens lésst bereits einzelne

Zonen lamelldren Umbaus erkennen (Abb. 4.46).
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4.1.5 Zwolf Wochen postoperativ

Ostim” allein

Das histologische Bild hat sich im Vergleich zum Implantationszeitraum nach acht Wochen
kaum verdndert. Bei sechs von acht Tieren liegt das Ostim® auch zu diesem Zeitpunkt weit-
gehend unverdndert eingeschlossen in der Femurmetaphyse vor. In der Peripherie beginnt es
sich kleinschollig aufzulosen und es bildet sich ein peripherer Saum aus schmalen Knochen-
trabekeln. Im Zentrum zeigt es einen grobfragmentéren Zerfall und ldsst sich nur schwer an-

farben. Bei vier dieser Tiere sind Teilmengen des Ostims” in die Diaphyse gelangt. In deren

unmittelbarer Umgebung ist eine feinmaschige, trabekulire Osteoneogenese zu erkennen

(Abb. 4.47).

Abb. 4.48: Knochenneubildung in der Abb. 4.47: Interponiertes Binde-
Néhe der Diaphyse, Ladewig-Farbung gewebe, Giemsa-Férbung

In der Giemsa- Fdarbung zeigt sich in der Umgebung der Implantate ein lockeres, meist zell-
armes und faserreiches Bindegewebe. Bei Tieren mit geringem Implantatzerfall und ausblei-
bender Resorption grenzt es das Ostim”™ gegen den umgebenden Knochen ab (Abb. 4.48). Nur
bei zwei von acht Tieren ist ein kleinscholliger Zerfall des Ostims® und ein ausgeprigt trabe-
kuldres Knochenwachstum zwischen den Implantatpartikeln zu beobachten Beim ersten Tier

sind die Abstinde zwischen den verbliebenen Ostimfragmenten klein und es haben sich da-

zwischen nur schmale Knochentrabekel gebildet (Abb. 4.49).

Abb. 4.49: Kleinscholliger Zerfall des Imp- Abb. 4.50: Lamelldar umgebauter
lantates mit interponierter Osteogenese, Knochentrabekel, Ladewig-Farbung
Ladewig-Fiarbung
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Bei stirkerer Vergroflerung ldsst sich nun in der unmittelbaren Néhe des Implantates vermehrt
ein lamelldrer Umbau der Knochentrabekel dokumentieren (Abb. 4.50). Beim zweiten Tier
liegen die Implantatfragmente mit ausgeprégter trabekuldrer Knochenneubildung weiter aus-
einander. Die neu gebildeten Knochentrabekel sind deutlich breiter und kréftiger als beim
vorhergehenden Tier und haben eine lamelldre Strukturierung. Nur in unmittelbarem Kontakt

zum Implantat gibt sich Geflechtknochen zu erkennen (Abb. 4.51).

Abb. 4.51: Eingeschlossenes Ostim® mit Abb. 4.52: Vom Wirtsknochen aus-
Geflechtknochen, Ladewig-Féarbung gehende Osteogenese, Ladewig-
Féarbung

Ostim® in Kombination mit autogener Spongiosa

Bei fiinf von acht Tieren liegt das Implantat aus Ostim® und autogener Spongiosa als kom-
pakte Masse weitgehend unverdndert im Bohrkanal. Am freien Rand zeigt das Implantat nur
an wenigen Stellen direkten Kontakt zum Lagerknochen. Dort ist vom Wirtsknochen ausge-
hend eine trabekuldre Knochenneubildung erkennbar (Abb. 4.52). In der Giemsa- Fdrbung
zeigt sich in der Umgebung des Implantates meist ein lockeres, faserreiches und zellarmes

Bindegewebe. Fremdkdorperriesenzellen sind nicht zu finden. Vielmehr liegen in dem Binde-

gewebe vereinzelt Rundzellen und Fibrozyten (Abb. 4.53).

Abb. 4.53: Interponiertes Bindegewebe Abb. 4.54: Grobscholliger Imp-
zwischen Implantat und Lagerknochen, lantatzerfall mit Osteogenese,
Giemsa-Firbung Ladewig-Farbung
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Nur bei zwei der acht Tiere ist das Implantat zumindest teilweise grobschollig zerfallen und
die kleineren Bruchstiicke des Ostims® werden von einem dichten Flechtwerk breiter Trab-
ekel eingeschlossen. Die Trabekel bestehen auch nach zwdlf Wochen noch liberwiegend aus
Geflechtknochen, partiell sind lamelldre Strukturierungen sichtbar (Abb. 4.54). An der Korti-

kalis der Metaphyse zeigen sich bei einem Tier ausgedehnt resorptive Vorgédnge an der Gren-

ze zum Implantat (Abb. 4.55).

Abb. 4.55: Verschmilerte Kortika- Abb. 4.56: Resorptionslakune und
lis mit Zeichen der Resorption, endosteale Kallusbildung, Lad-
Ladewig-Farbung ewig-Farbung

Bei sechs von acht Tieren finden sich auch wieder Resorptionslakunen in der Kompakta der
Diaphyse, zum Teil mit extremer Ausdiinnung des Rindenknochens und Bildung eines peri-

ostalen und endostalen Reparaturkallus (Abb. 4.56).

Ostim® in Kombination mit allogener Spongiosa

Sieben von acht Tieren dieser Versuchsgruppe zeigen ein weitgehend unverdndertes Implantat
im Bohrkanal. Es ist bei den einzelnen Tieren in unterschiedlichem Ausmal an seiner Ober-

fliche von trabekuldrem Knochen bedeckt (Abb. 4.57).

Abb. 4.57: Interface zwischen Implantat Abb. 4.58: Eingeschlossene Ostim-
und Lagerknochen, Ladewig-Farbung partikel, Ladewig-Farbung

Einzelne, sich abgeldste Partikel des Implantates sind hoch verdichtet, weisen eine stark ba-
sophile Struktur auf und sind in das trabekuldre Maschenwerk eingeschlossen (Abb. 4.58).
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Die Giemsa- Fdrbung zeigt, wie bereits in den iibrigen Versuchsgruppen beschrieben, an der
Grenzflache zwischen Implantat und Lagerknochen sowie in den Rdumen zwischen gréferen

Implantatbruchstiicken, ein lockeres, faserreiches und zellarmes Bindegewebe. In diesem

Gewebe sind hauptsichlich mononukledre Rundzellen und Fibrozyten zu beobachten (Abb.

4.59).

Abb 4 59 Interpomertes Blndegewebe Abb 4.60: Von Geﬂechtknochen

zwischen Geflechtknochen und Ostim®, umschlossenes allogenes Knochen-
Giemsa-Farbung gewebe, Giemsa-Fiarbung

Die zugegebenen allogenen Knochentransplantate werden bei der Mehrzahl der Priparate in
den neugebildeten, trabekuldren Knochen eingeschlossen. Das umgebende Ostim® ist an die-
ser Stelle von einwachsendem, lockerem Bindegewebe separiert. (Abb. 4.60). Bei einem ein-
zigen Tier ist es abermals zu resorptiven Umbauvorgingen in der Kortikalis der Diaphyse
gekommen. Hier findet sich eine Strukturauflockerung und im Markraum sind zahlreiche

schmale Geflechtknochentrabekel zu erkennen (Abb. 4.61).

~ .’ :,’. f; (o \
5 p et .4 ’“} U Abb. 4.61: Strukturauflockerung der
L %ﬁ N Kompakta der Diaphyse und endostealer

o] Osteogenese, Ladewig-Féarbung

4.1.6 Zusammenfassung der histologischen Befunde

In Tab. 4.1 sind die histomorphologischen Befunde in einer Ubersicht zusammengefasst.
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Tab. 4.1: Zusammenfassung und Ubersicht der histomorphologischen Befunde

Ostim® allein Ostim® in Kombination mit | Ostim® in Kombination mit
autogenem Knochen allogenem Knochen
nur randsténdiger Zerfall des 2 Gruppen: 1.: komplett schol- | randstdndiger bruchstiickhaf-
Implantates, randstandige liger Zerfall v. Ostim, rand- ter Zerfall des Implantates,
Geflechtknochenbildung vom | stindige Knochenneubildung, | teilweise Geflechtknochenbil-
2 Wo- Wirtsknpchen ausgehepd, Faserknochen v. Osteoblgsten dung am Implgntatrand, voll-
chen kaum bindegewebsfreier Kon- | bedeckt 2.: nur randstindig stindig von Bindegewebe
takt zwischen Knochen und abgesprengte Fragmente mit umgeben, avitaler allogener
Implantat, stellenweises Vor- | Geflechtknochenbildung, Knochen
wachsen v. Faserknochen zw. | interponiertes Bindegewebe
Konglomerate
grobscholliger Zerfall am oberflachliche Knochenneu- 2 Gruppen: 1.: komplett klein-
Rand, kompakte Implantatsi- | bildung, interponiertes Binde- | scholliger Zerfall, randsténdi-
tuation im Zentrum, 2 Grup- gewebe im Interface, einge- ge Knochenneubildung, bin-
pen: 1.: intensive Knochen- brachtes Knochenmaterial degewebsfreies Interface,
4 Wo- . . . . ;
chen peubﬂdupg vom Lager aus, unterliegt kelnerlel Ur}lge‘- filloge.nes Knochenr{latgr1a1
interponiertes Bindegewebe bungsreaktion, grofflachig, integriert, 2.: randstdndiger
2.: Implantat unveréndert, kompletter Implantat- Zerfall | Implantatzerfall, im Zentrum
minimale Knochenneubildung | nur bei einem Versuchstier kompakte Implantatsituation,
avitaler, allogener Knochen
iiberwiegend randstindiger iiberwiegend komplett klein- 2 Gruppen: 1.: unverdndertes
Zerfall des Implantates mit scholliger Zerfall des Implan- | Implantat, umscheidet von
Knochenneubildung in das tates, kréftige, randstindige Bindegewebe, randstindige
6 Wo-  Implantat, an vielen Stellen Knochenneubildung, Knochenneubildung 2.: kom-
chen Bindegewebe im Interface, plett kleinscholliger Zerfall, in
kompaktes Implantat im Zent- beiden Gruppen endostale
rum, keine Fremdkorperrie- Resorptionszonen
senzellen
liberwiegend (7 von 8) unver- | 2 Gruppen: 1.: randsténdiger kompaktes Implantatzentrum,
dnderte Implantatsituation, Zerfall, geringe Knochenneu- | randstidndig Knochentrabekel,
umgeben von Bindegewebe, bildung, interponiertes Binde- | interponiertes Bindegewebe,
8 Wo- randsténdig kleinscholliger gewebe, Resorptionslakunen eingebrachter Knochen z. T.
chen Zerfall Knochenneubildung diaphysir, 2.: komplett klein- | integriert, Resorptionszonen
vom Wirtsknochen aus, Re- scholliger Zerfall, lamellirem | und Kallusauflagerung
sorptionsareale in der Diaphy- | Umbau des Geflechtknochens
se, end- und periostale Kal-
lusbildung
Implantat unverdndert (6 von | Implantat unverandert, inter- iiberwiegend unverédnderte
12 Wo- 8), peripherer Zerfall, peripher | mittierend direkter Lagerkon- | Implantatsituation, interpo-
chen schmale Knochentrabekel, takt, Knochenneubildung, niertes Bindegewebe mit
interponiertes Bindegewebe Resorptionslakunen diaphysdr | Knochenneubildung an Kon-
taktstellen zum Wirtsknochen
4.2  Histomorphometrische Ergebnisse

Die Resorption von Ostim® und die Knochenneubildung werden anhand histomorphometri-
scher Strukturparameter zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten aufgezeichnet. Zur Dar-
stellung kommen diese in den Sdulendiagrammen als Mittelwerte mit deren Standardabwei-
chungen als senkrechte Fehlerbalken dariiber. Sich signifikant zueinander verhaltende Séulen
werden mit einer Klammer verbunden und mit einem * versehen gekennzeichnet. Die Defini-
tion der Strukturparameter erfolgte analog zu den von Parfitt [77] beschriebenen Histo-

morphometrie- Parametern. Als erster Strukturparameter wird der Anteil der gemessenen
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Knochenfliche zur gesamten Messflache fiir alle Gruppen dargestellt (BV/TV). Danach folgt
die Trabekeldicke (7h.Th.). Diese beiden Messwerte wurden direkt wihrend des Messproce-
deres erhoben. Ausgehend davon wurden dann die geschétzten Parameter Trabekelanzahl

(Th.N) und die Trabekelseparation (7b.Sp) errechnet.

4.2.1 Vergleiche der Anteile der Knochenflache (in Prozent) im zeitlichen Verlauf

Diese EinflussgroBBe gehort zu den Strukturparametern der Histomorphometrie und ist nach
Parfitt [76] ein niitzlicher Index zur adidquaten Beschreibung von strukturellen Effekten auf
das Knochengewebe bedingt durch Krankheit und Alter. Gemessen wird dabei die tatsichli-
che Knochenfliche. AnschlieBend erfolgt die Division durch die Fldche des Messareales.

BY I TV {Prozent)

Abb. 4.62: Vergleich der Kno-
chenanteile (in Prozent) innerhalb
des Messfeldes, Mittelwert und
Standardabweichung, mit * ver-
sehene Bezugslinien kennzeich-
nen Signifikanz

T T T T
2 Wochen 4 Wochen 6 Wiochen & Wochen 12 Wiachen

Dauer

Ostim® allein als Implantat zeigt gegeniiber der Kombination Ostim®/autogene Spongiosa bis
zum Erreichen seines Maximums in der sechsten Woche tendenziell héhere Werte. Im weite-
ren Verlauf zeigt das Kombinationsimplantat ein zunehmend héheres Niveau, welches Ostim®
allein bis zur zwolften Woche, mit weiter abnehmenden Werten, nicht halten bzw. erreichen
kann (Abb. 4.62). Als signifikant mit einem p<0,001 wurde dabei nur der Unterschied in der
vierten Woche berechnet. Ein kontinuierlicher Zuwachs an neugebildetem Knochen konnte

nicht nachgewiesen werden.

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt nach zwei Wochen liegt Ostim® allein mit seinem Kno-
chenflichenanteil auch iiber dem des Ostim™/allogene Spongiosa. Dies hilt sich iiber die vier-
te bis zu seinem Maximum in der sechsten Woche (Abb. 4.62). Danach fallen die Werte kon-
tinuierlich ab. Ostim™/allogene Spongiosa verhilt sich dazu bis zur vierten Woche ahnlich.
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Die Differenz zwischen beiden Zeitpunkten hinsichtlich der Fldchenanteile ist jedoch groBer.
Durch ein Absinken der Werte in der sechsten Woche ergibt sich ein signifikanter Unter-
schied mit p<0,05 zwischen beiden Implantatgruppen, der sich aber schon einen Untersu-
chungszeitpunkt spéter gegensitzlich und ebenso signifikant mit p<0,05 darstellt. Zum End-
punkt biete das Kombinationsimplantat beziiglich der Knochenfldche einen groferen Anteil
(Abb. 4.62). Ein iiber alle Untersuchungszeitraume kontinuierlicher Einfluss des beigemisch-

ten allogenen Knochengewebes konnte auch hier nicht gefunden werden.

Beim Vergleich der beiden Kombinationsgruppen miteinander fallen zu Beginn der Untersu-
chung hinsichtlich der Flichenaufteilung gleiche Anteile an (Abb. 4.62). Nach vier Wochen
hat sich das Verhiltnis mit einem p<0,001 hochsignifikant verindert. Ostim®™/allogene Spon-
giosa nehmen dabei einen groferen Flachenanteil ein. Von der sechsten bis zwdlften Untersu-
chungswoche verbleiben Ostim®/autogene Spongiosa und Ostim®™/allogene Spongiosa auf

gleich hohen Anteilen und unterscheiden sich nur noch minimal voneinander (Abb. 4.62).

4.2.2 Vergleiche der Trabekeldicke (in um) im zeitlichen Verlauf

Trabekeldicke {um)

2500

2000

150,01+

Abb. 4.63: Vergleich der Trabekel-
dicken (in pm) im zeitlichen Ver-
lauf, Mittelwert mit Standardabwei-
chung, mit * versehene Bezugslinien
kennzeichnen Signifikanz

100,01

A0,0 =

2 Wiochen 4 Wachen 6 Wechen 8 Wiochen 12 Wiochen

Dauer

Primir weist das Kombinationsimplantat mit autogenem Knochen im Vergleich zu Ostim®™
allein eine groBere Trabekeldicke auf. Zum Untersuchungszeitpunkt nach vier Wochen haben
sich die Verhiltnisse umgekehrt (Abb. 4.63). Ostim® allein besitzt eine signifikant groBere
Trabekeldicke mit einem p<0,05. Tendenziell hélt sich dieses Stellung der Versuchsgruppen

zueinander uber die sechste bis zur achten Woche. In der zwolften Versuchswoche kehrt sich
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das Verhiltnis wieder um. Das Kombinationsimplantat zeigt eine deutlich groBere Trabekel-

dicke als Ostim® allein.

Der erste Beobachtungszeitpunkt beim Vergleich von Ostim® allein und Ostim®/allogene
Spongiosa verdeutlicht signifikante Unterschiede mit einem p<0,05 zwischen beiden Implan-
tatgruppen und weist dem Kombinationsimplantat den groBeren Wert zu. Zum darauf folgen-
den Zeitpunkt nach vier Wochen haben sich die Verhéltnisse bereits umgekehrt (Abb. 4.63).
Ostim® allein bietet auch zu den beiden spiteren Zeitpunkten dhnliche Werte. In der zwolften
Untersuchungswoche nimmt die Trabekeldicke wieder ab. Ahnlich verhilt sich
Ostim®/allogene Spongiosa. In der sechsten Woche nimmt die Trabekeldicke zu, um dann bis
zum Schluss auf hohem Niveau zu verbleiben. Dadurch ergibt sich auch ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Implantatgruppen zum letzten Untersuchungszeitpunkt mit einem

p<0,05.

Das Verhalten beider Kombinationsimplantate zueinander kann als konform verlaufend beo-
bachtet werden (Abb. 4.63). Ostim®/allogene Spongiosa bietet dem gesamten Verlauf iiber
eine groBBere Trabekeldicke. Zu signifikanten Unterschieden kommt es in der sechsten und
achten Woche mit jeweils einem p<0,05. Bis zu diesem Zeitpunkt verzeichnen beide Gruppen
von Beginn an abnehmende Werte. In der sechsten als auch in der achten Woche sind die di-
ckeren Trabekel in der Implantatgruppe Ostim™/allogene Spongiosa zu finden. In der zwélften
Untersuchungswoche liegen die Trabekeldicken beider Gruppen auf gleichem Niveau (Abb.

4.63).

4.2.3 Vergleich der Anzahl der Trabekel (pro mm) im zeitlichen Verlauf

Trabekelanzahl { /imm)

Abb. 4.64: Vergleich der Anzahl der
Trabekel (pro mm) im zeitlichen
Verlauf; Mittelwerte und Standard-
abweichung; mit * versehene Bezug-
linien kennzeichnen Signifikanz

T T | T T
2 Whochen 4 Wochen 6 Wiochen 2 Wochen 12 Wiachen

Dauer
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In den ersten sechs Wochen zeigt Ostim® allein einen kontinuierlichen Anstieg der Werte fiir
die Anzahl der Trabekel. In der achten Woche fillt dieser ab und zeigt noch einmal eine leich-
te Steigerung zur zwolften Woche hin (Abb. 4.64). Das Kombinationsimplantat
Ostim®™/autogene Spongiosa hingegen verharrt nach den ersten beiden Untersuchungszeit-
punkten auf fast identischen Werten, was zu einem signifikanten Unterschied mit einem
p<0,05 zwischen beiden Implantatgruppen nach der vierten Woche fiihrt. In der sechsten Wo-
che kommt es zu einem weiteren Knochenwachstum. Nach der achten Woche ist bei beiden
Implantattypen eine Regression zu verzeichnen. Hier bieten beide Gruppen eine dhnliche An-

zahl, wie in diesem als auch im darauf folgenden Zeitfenster (Abb. 4.64).

Beim Vergleich der Kontrollgruppe Ostim® allein mit dem Kombinationsimplantat
Ostim"/allogene Spongiosa zeigen sich zum ersten Untersuchungszeitpunkt signifikante Un-
terschiede hinsichtlich der Trabekelanzahl als histomorphometrisches Kriterium. Ostim®™ al-
lein weist hier gegeniiber Ostim®/allogene Spongiosa mit einem p<0,05 die signifikant groBe-
re Anzahl auf (Abb. 4.64). Vier Wochen nach Implantation liegen beide Implantatgruppen auf
gleichem Niveau. In der sechsten Untersuchungswoche steigt die Anzahl der Trabekel bei der
Gruppe Ostim® allein weiter an, wohingegen das Kombinationsimplantat Ostim®/allogene
Spongiosa seine Anzahl wieder verringert. Beide Verdnderungen fiihren zu einem hochsigni-
fikanten Unterschied mit einem p<0,001. Zum darauf folgenden Untersuchungszeitpunkt in
der achten Woche haben sich die Verhéltnisse vollig umgekehrt. Es kann ein Unterschied auf
signifikantem Niveau mit einem p< 0,05 festgestellt werden (Abb. 4.64). Nach zwolf Unter-
suchungswochen weisen beide Implantatgruppen gleiche Werte auf. Tendenziell lésst sich ein
Anstieg iiber die gesamte Versuchsdauer fiir die Implantate mit Ostim™/allogene Spongiosa

feststellen.

Die Anzahl der Trabekel in den Implantatgruppen Ostim"/autogene Spongiosa bzw.
Ostim®/allogene Spongiosa nehmen tendenziell fiir beide Gruppen zu (Abb. 4.64). Unterbro-
chen werden sie von signifikanten Unterschieden in der vierten Woche und sechsten Woche
mit einem p<0.05, in denen sich die Verhiltnisse beider Gruppen zu diesen Zeitpunkten kont-
rar zueinander verhalten (Abb. 4.64). In der achten und zwolften Woche bietet
Ostim®™/autogene Spongiosa fast identische Werte. Ostim™/allogene Spongiosa zeigt in der
achten Woche noch eine groflere Anzahl an Trabekeln, welche sich aber zur zwolften Woche

hin der Gruppe Ostim®/autogene Spongiosa angleicht.
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4.2.4 Vergleich der Trabekel- Separation (in um) im zeitlichen Verlauf
Trabekelseparation (jum)

2000,0

2000,0

10000 ===+

Abb. 4.65: Vergleich der Trab-
ekelzwischenrdume (in pm) im
zeitlichen Verlauf; Mittelwert
und Standardabweichung; mit *
versehene Bezuglinien kenn-
zeichnen Signifikanz
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Der Abstand der Trabekel zueinander nimmt in der Gruppe Ostim® allein bei Vergleich mit
Ostim®™/autogene Spongiosa bis zur sechsten Woche kontinuierlich ab (Abb. 4.65). Das ent-
spricht auch der logischen Konsequenz bei zunehmender Trabekelanzahl (Abb. 4.64). Zur
achten und zwoélften Woche hin nehmen die Werte wieder zu. Die Abstinde bei
Ostim"/autogene Spongiosa verhalten sich dazu in der zweiten als auch in der vierten Woche
kontrdr. Hochsignifikant deutlich wird dies in der vierten Woche. In der sechsten Woche folgt
ein Abfall der Abstinde zwischen den Trabekeln. In der achten und zwdlften Woche stellt
sich zwischen den verschiedenen Implantatgruppen ein ,,steady state* ein, wobei die Unter-

schiede zum letzten Untersuchungszeitpunkt minimal sind.

Der Vergleich der Trabekelzwischenrdume von Ostim® allein und Ostim®/allogene Spongiosa
zeigt schon zum ersten Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede mit einem p<0,05
(Abb. 4.65). Das Kombinationsimplantat besitzt hierbei einen grofleren Abstand zwischen den
Trabekeln. Vier Wochen post operationem sind die Absténde in beiden Gruppen kleiner ge-
worden. Nach sechs Wochen ist ein weiteres Zusammenriicken der Trabekel in der Gruppe
Ostim®™ allein zu beobachten. Das Kombinationsimplantat vergroBert hingegen seine Abstéin-
de zwischen den Trabekeln, so dass nunmehr wieder ein signifikanter Unterschied mit einem
p<0,05 zwischen beiden Gruppen besteht (Abb. 4.65). Rechnerisch ergibt sich auch eine Un-
terschied auf dem Signifikanzniveau von p<0,05 in der achten Woche. Beide Gruppen, ver-
glichen an deren Mittelwerten, liegen gleich auf (Abb. 4.65). Der rechnerische Unterschied
erklirt sich jedoch durch die Standardabweichung der Gruppe Ostim"™/allogene Spongiosa.
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Zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach zwolf Wochen besteht kein Unterschied mehr zwi-

schen den Gruppen.

Die Differenzen in den Abstinden zwischen den Trabekeln der beiden Kombinationsimplan-
tate zueinander werden zu den Untersuchungszeitpunkten vier und sechs Wochen post opera-
tionem als signifikant mit einem p<0,05 errechnet (Abb. 4.65). Deutlich wird dabei auch der
sich kontrdr zueinander verhaltende Verlauf beider Implantatgruppen zu diesen beiden Unter-
suchungszeitpunkten. In der vierten Woche zeigt sich Ostim"/autogene Spongiosa mit groBe-
ren Abstdnden zwischen den Trabekeln. Zum darauf folgenden Untersuchungszeitpunkt sind
die Abstinde des Implantates Ostim®/allogene Spongiosa vergroBert. Ein harmonisches Bild
zeigen die Abstinde zu den letzten beiden Untersuchungszeitpunkten in der achten bzw.
zwolften Woche. Hier verhalten sich die beiden zu untersuchenden Implantatgruppen kon-

form mit abnehmenden Werten zueinander (Abb. 4.65).
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5 Diskussion

Zur Uberbriickung von Knochendefekten nach einem Trauma oder nach Tumorresektion ist
die Transplantation von autogenem und allogenem Knochen heute eine gebrdauchliche Metho-
de. Beide Verfahren, die heute zu den Standardverfahren der klinischen Versorgung gehoren,

haben allerdings Nachteile, die es bei der Indikationsstellung zur Applikation abzuwégen gilt.

Der Einsatz autogenen Knochens beinhaltet alle Risiken eines zweiten Eingriffs und speziell
bei der Entnahme am Beckenkamm hat er zusétzlich negative Begleiterscheinungen wie Wet-
terfihligkeit, Belastungsschmerzen und Taubheitsgefiihl [109]. Die Verfiigbarkeit des auto-
genen Knochens ist fiir jeden Patienten als weiteres Kriterium zu priifen. Gerade altere Men-
schen konnen in diesen Situationen nur einen geringen Umfang an Knochenmaterial zur Ver-

fiigung stellen.

Allogener Knochen, als weit verbreitete Alternative, bringt die Gefahr mit sich, dass es zu
einer Ubertragung von Krankheitserregern kommen kann. Dabei stehen Infektionen mit dem
HI- oder Hepatitis-Viren an erster Stelle. Gleichwohl spielen bei diesen Uberlegungen ebenso
immunologische Aspekte eine Rolle. So gilt bislang das Gebot, die Ubertragung von Rh-

positivem Gewebe auf Rh-negative Patientinnen im gebarfahigen Alter zu vermeiden [45, 90].

Bei der Verwendung von Knochenersatzstoffen bestehen diese Risiken nicht. Auf der Suche
nach dem perfekten Knochenersatzstoff, der verschiedensten Eigenschaften wie Biokompati-
bilitdt, Antigen- Freiheit, Sterilisierbarkeit, ausreichende Verfiigbarkeit und Osteokonduktivi-
tit in sich vereinen sollte [94], haben sich heute eine Vielzahl von verschiedenen Materialien

etabliert.

In unseren Versuchen wurde eine Hydroxylapatit- Keramik mit kristalliner Struktur in Ver-
bindung mit unterschiedlichen Knochentransplantaten untersucht. Dabei handelte es sich um
eine reine Hydroxylapatit- Wasser- Suspension, die weder gesintert wurde noch exo- oder
endotherm nach Applikation im Operationssitus aushértete. Diese Hydroxylapatit- Paste wur-
de in einem critical-size-defect am Versuchstier Kaninchen getestet. Hauptaugenmerk lag
dabei auf dem Einheilungsprozess zu verschiedenen Zeitpunkten. Das Versuchsprotokoll sah
eine Kontrollgruppe vor, in der die Keramik ohne Zusdtze zum Auffiillen des Knochendefek-
tes benutzt wurde. In den beiden anderen Versuchgruppen kam jeweils die Hydroxylapatit-
Paste mit autogenem oder allogenem Knochen in einem festgelegten Mischungsverhiltnis
zum FEinsatz. Das Ziel dieser Untersuchungen sollten sowohl die Untersuchung des Einhei-

lungsverhaltens der Keramik allein und in Verbindung mit Knochengewebstransplantaten
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sein, als auch die Beantwortung der Frage, welche Effekte auf die knécherne Heilung durch

die Augmentation mit autogenem oder allogenem Knochen entstehen.

Die Integration von Ostim® allein ist histologisch als heterogen zu beurteilen. Einerseits stellt
sich in einzelnen Befunden ein scholliger Zerfall mit Einschluss der Partikel in Knochen und
bindegewebsfreier Lagersituation dar, andererseits kann man eine nur zogerliche Integration,
mit einer zum groflen Teil bindegewebigen Einscheidung verfolgen, bei der eine Knochen-
neubildung nur oberflichlich zu beobachten ist. Histomorphometrisch ldsst sich eine Zunah-
me des Knochenvolumens bis zur sechsten postoperativen Woche messen, die dann zwar zu
den letzten beiden Untersuchungszeitpunkten abfillt, jedoch signifikante Unterschiede gegen-

iiber den anderen Behandlungsgruppen aufweist.

Verglichen mit unseren Ergebnissen lésst sich in der Literatur ein ebenso ambivalentes Bild

bei Untersuchungen mit Hydroxylapatit gewinnen.

Koster [59] stellte zum Beispiel bei seinen Untersuchungen mit einem Hydroxylapatit- Granu-
lat an Schéferhunden verschiedene histopathologische Ergebnisse zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten vor. Nach drei Wochen konnte er an der Granulatoberfliche eine
Neubildung von Knochenbélkchen feststellen. Die jungen Knochentrabekel waren mit einem
feinen Osteoblastensaum iiberzogen. Weiterhin beobachtete er die ersten Resorptionsbuchten

und das mit aktivem Knochenmark gefiillte, neugebildete, spongidose Maschenwerk.

Nach sechs Wochen erfasste er eine quantitativ deutliche Knochengewebszunahme im Ver-
gleich zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt. Es existierte in diesem Moment ein ausdiffe-
renziertes Maschenwerk, in welches das restliche Hydroxylapatitgranulat integriert war. Er
beobachtete zusétzlich Knochenbéilkchen, die, seiner Einschitzung nach, ,,resorptiv in den

mit Granulat aufgefiillten Defekt eingewachsen waren.

Verglichen mit unseren Ergebnissen aus den ersten drei postoperativen Untersuchungszeit-
punkten, kénnen wir diese Befunde fiir Ostim®™ allein und die anderen Behandlungsgruppen
bestitigen. Wir fanden ebenso eine bis zur sechsten Woche deutliche Zunahme des Knochen-
volumnes und wir stellten ebenso ein Vorwachsen von jungem Faserknochen zwischen die

Implantatkonglomerate fest.

Allgemein kann man sagen, dass sich eine randstidndige Knochenneubildung in der liberwie-
genden Anzahl der Behandlungsgruppen vollzog. Hydroxylapatit- Inseln wurden kndchern
umschlossen und Knochentrabekel bestanden aus vitalem Knochengewebe mit deutlichem
Umbaugeschehen an der Oberfldche. Fiir das Hydroxylapatit gilt nach Rueger [85], dass es

nach dem kompletten oder auch nur partiell kndchernem Einbau der Keramik zu keinem wei-
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teren Abbau kommt. Es ist dann ein “osteoimplantirer Verbund“ entstanden. Dieser stellt sich
so dar, dass nicht resorbierte Teile des Implantates einer Integration in den Knochen unterla-
gen und mit groBer Wahrscheinlichkeit eine zukiinftige Degradation nur noch im Bereich des
Remodelings moglich sein wird. Dadurch kénnen auch noch nach Jahren Hydroxylapatit-
Reste nachweisbar sein. Die mechanische Belastbarkeit eines solchen Knochen- Implantat-

Gertstes scheint in diesem Fall dann aber ausreichend zu sein.

Ringférmige Einschliisse von Ostim® durch neugebildeten Faserknochen beschrieben auch
Chris Arts et al. [17]. Durch Anwendung einer TRAP- Farbung (tartrate resistant acid
phosphatase) konnten in der unmittelbaren Umgebung Osteoklasten nachgewiesen werden,

die in ihren Versuchen fiir ein aktives Remodeling sprachen.

Schnettler und Dingeldein [90] beschrieben einen kompletten Zerfall von Ostim® nach vier
Wochen und das netzartige Wachstum von Faserknochen zwischen und um die Ostim®- Kii-
gelchen herum. Nach vier bis sechs Wochen waren ihre critical-size-defects an Kaninchen
und Schafen komplett mit Knochen ausgefiillt. Thnen gelang gleichzeitig der Nachweis von
Makrophagen und Osteoid bildenden Zellen in der direkten Nachbarschaft zu den Ostim®-
Schollen.

Im Gegensatz zu dem sich ausbildenden Maschenwerk an neugebildeten Knochen schildert
Rueger [87] in seinen Beobachtungen wéhrend der Untersuchungen mit einer Hydroxylapatit-
Keramik, einen ganz anderen Befund: In seinen Préparaten konnte er ebenfalls an der Ober-
fliche eine Knochenneubildung beobachten. Auffillig erschien ihm aber, dass in keinem sei-
ner Priparate es diesem neugebildeten Knochen gelang, in das Zentrum des mit Hydroxylapa-

tit gefiillten Defektes vorzuwachsen.

Diese Beobachtungen konnten wir beim iiberwiegenden Teil unserer Tiere gleichfalls ma-
chen. Wir sahen mit unter auch nur eine auf die freie Oberfliche beschrinkte Knochenneubil-
dung ohne Eindringen von Knochengewebe in Richtung Defektzentrum. Im gleichen Zusam-
menhang ldsst sich auch erwéhnen, dass im Zentrum und in der Peripherie der Defekthohle

Ostim®- Insel lagen, an denen keine kndcherne Integration beobachtet wurde.

Ein gleiches Bild zeichnete sich in der Arbeit von Chris Arts et al. [17] ab. Auch hier wurden
nicht knochern integrierte Reste von Ostim”® nach acht Wochen beobachtet. Mit Hilfe der
TRAP- Firbung konnte hier jedoch eine Resorption von Ostim® durch Osteoklasten nachge-

wiesen werden.

Die biologische Vertriaglichkeit von verschiedenen Hydroxylapatitkeramiken wurde in unter-

schiedlichen Zellkulturversuchen untersucht. Knochenmarkzellkulturen wurden dazu von
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Wilke [107] eingesetzt und ausgewertet. Es zeigte sich dabei, dass Hydroxylapatitkeramiken
und Titanverbindungen in dieser Versuchsanordnung die besten Ergebnisse erzielten. Thnen
konnte eine gute Biokompatibilitit bestétigt werden. Von Interesse ist diese Arbeit insofern,
als die Versuche mit Zellen humanen Ursprungs durchgefiihrt wurden und somit das Testver-
fahren eine physiologische Zellpopulation einschloss, auf welche das Implantat auch unter
realen Therapiebedingungen treffen wiirde. Des Weiteren enthilt die dabei eingesetzte Kno-
chenmarkzellkultur auch undifferenzierte, mesenchymale Stammzellen, die sich in verschie-
dene Richtungen differenzieren kdnnen und somit die Moglichkeit bieten, die voraussichtliche

lokale Gewebsreaktion abzuschétzen.

Klinische Untersuchungen zur Biokompatibilitdt von Hydroxylapatit- Keramik fiihrte an 23
Patienten und deren histologischen Befunden Liebendérfer [65] durch. In den Ergebnissen
fand sich eine liberwiegend kndcherne Integration der Keramik. Ebenso konnte aber neben
einer partiell- knochernen Integration auch eine ossdre Verankerung von Keramik- Fragmen-

ten dokumentiert werden.

Fiir Schnettler und Dingeldein [90] ergibt sich eine Biokompatibilitét fiir synthetische Hydro-
xylapatite schon per se dadurch, dass Hydroxylapatit einen iiberwiegenden Anteil an der na-
tiirlichen Knochensubstanz ausmacht. Limitiert wird diese Biovertrdglichkeit durch die Parti-
kelgroBe und die Phasenreinheit des Materials. Im Falle von Ostim® ist die Stochiometrie
entscheidend. Pures Hydroxylapatit hat ein Kalzium/ Phosphat- Verhéltnis von 1,67. Das

gleiche Verhiltnis der beiden Komponenten zueinander liegt bei Ostim® vor.

Laschke et al. [63] untersuchten neben dem Verhiltnis zur Angiogenese auch die Biokompa-
tibilitdt von Ostim® mit Hilfe einer Tierversuchsanordnung am Syrischen Goldhamster. Hier-
bei bestitigte sich die gute Vertriglichkeit von Ostim® bei Implantation in das muskulire
Weichteilgewebe. Dabei wurde innerhalb von 14 Tagen post operationem keine vom umge-
benden Wirtsgewebe ausgehenden akuten Entziindungsreaktionen beobachtet. Als Indikator
der Biokompatibilitdt wurde das Fehlen einer Leukozytenaktivitit in den Blutgefden in un-
mittelbarer Ndhe zum Implantat angesehen. Dariiber hinaus verschlechterten sich auch die
mikrohaemodynamischen Eigenschaften des Wirtslagers nach der Implantation von Ostim®
nicht. Als Parameter wurden u. a. der Durchmesser und die Mittelachsengeschwindigkeit des

Blutflusses innerhalb der postkapillaren Gefaf3e bewertet.

In unserer histologischen Auswertung zeigte Ostim” in allen Behandlungsgruppen an vielen
Stellen {iber den gesamten Untersuchungszeitraum einen direkten Kontakt zum Lagerknochen

ohne interponiertes Bindegewebe. Das Knochengewebe stellte sich am Ende der Versuchszeit
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teilweise lamellér strukturiert und zum Teil als Geflechtknochen dar. Ein explizites Ausrich-
ten der Knochenneubildung auf die zugegebenen autogenen und allogenen Knochenmateria-
lien in den beiden Augmentationsgruppen im Sinne einer Osteokonduktion in Richtung De-
fektzentrum konnten wir nicht beobachten. Ein Vorwachsen neuen Knochens vom Defektla-
ger aus war insbesondere an den Stellen zu beobachten, an denen eine ausgiebige Fragmenta-

tion an der dulleren Implantatgrenze erfolgte.

Ausschlaggebend fiir eine Integration und Resorption sind nach Weinldnder et al. [106], die
ein Hydroxylapatit- Granulat bei einem monokortiko- medulldrem Defekt am Kaninchen un-
tersuchten, neben der Biokompatibilitit ebenso die chemische Zusammensetzung und seine
Oberfldchenbeschaffenheit. Als mogliche Wege der Resorption ihrer Hydroxylapatit- Kera-
mik fiihrten sie einerseits die Halisterese, also die Losung in Fliissigkeiten, an und anderer-

seits die zellabhingige Phagozytose.

In diesen Uberlegungen beeinflussen die chemische Zusammensetzung die Halisterese und
die Oberflachenverhéltnisse den zellbedingten Abbau. Nach Reif et al. [78] hat bei der An-
wendung von Hydroxylapatit die Phagozytose die erste Prioritét. In Bezug auf deren Lokalisa-
tion an der Oberfldche wurde dabei die Porositit, die sich jeweils in eine Makro- und Mikro-
porositit unterscheiden lésst, als limitierender Faktor beschrieben. Neben der Notwendigkeit
der Makroporen fiir das Einwachsen von Knochen bei einer MindestgroB3e von 100 um [54]
haben die Mikroporen, bei einer Grof3e kleiner als 5 um, eine Bedeutung fiir die Resorption
der Keramik. Dabei werden Aufspaltungen an den Kristallgrenzen moglich, die mit einer Lo-
sung der, die Kristalle im Gefiige haltenden, Briicken einhergeht. Somit konnen einzelne Kris-
talle aus dem Verbund geldst und phagozytiert werden. Zusammenfassend ldsst sich also fest-
stellen, dass die Makroporositdt fiir den kndchernen Durchbau eines Implantates und die Mik-
roporositét fiir die Resorption entscheidend sind. Mit steigender Kristallinitit und abnehmen-
der Festigkeit zwischen den Partikeln nimmt die Phagozytose zu [78, 106]. Nach Tadic [100]
nimmt mit abnehmender Kristallgrée aber auch die Degradation im Sinne der Loslichkeit

und damit der Halisterese zu.

Zum Einfluss der Oberflichenbeschaffenheit fithrten auch Gomi et al. [35] Untersuchungen
durch. Bei in vitro- Versuchen mit Osteoklastenkulturen wurden Probekorper aus Hydroxyla-
patit mit unterschiedlicher Oberflaichenrauheit untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die
Anzahl der anhaftenden resorbierenden Zellen an der rauen Oberfliche gréfer war als an ei-

ner glatten Oberfliche.
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Mechanische in vitro- Experimente von Chris Arts et al. [17] zur Stabilitit von Hiiftpfannen
im Rahmen von Aushebelversuchen nach Pfannendachautbau mit verschiedenen Ersatzplasti-
ken, konnten nach Zugabe von Ostim” eine verbesserte Standfestigkeit feststellen. Im Detail
wies dabei die Behandlungsgruppen 25 % Allogener Knochen + 10 % Ostim® + 75% Trical-
ciumphosphat- Hydroxylapatit- Granulat hohere und die Behandlungsgruppe Tricalci-
umphosphat- Hydroxylapatit- Granulat + 10 % Ostim®™ sogar signifikant hdhere Werte im
Gegensatz zur Gruppe Allogener Knochen allein auf. Begriindet wurden diese Ergebnisse mit
einem kombinierten Effekt- resultierend aus verbesserter Implantat-Penetration und einem

besseren interpartikuldrem Verbund.

Aus diesen Arbeiten, welche zum einen die Porositidt und zum anderen die Oberflachenstruk-
tur untersuchten, kann man allgemein die Oberflachenbeschaffenheit als einen limitierenden

Faktor der Integration einer Keramik bezeichnen.

In Bezug auf unsere Implantate ist festzustellen, dass wir bei der Herstellung auf ein gleich
bleibendes Verhiltnis zwischen Ostim”® und den zugesetzten Knochenpartikeln unterschiedli-
cher Genese achteten. Damit war das Mengenverhéltnis in allen behandelten Fillen gleich.
Unbeeinflussbar blieb hingegen die Verteilung der Knochenpartikel im Implantat. Somit ist es
natiirlich denkbar, dass die Oberfldcheneigenschaften durch an der Oberfléche liegende und in
unterschiedlicher Anzahl vorkommende Knochenpartikel verschieden waren. Gleichwohl
lieBBe sich dadurch ein Einfluss auf die Resorption und die Wirkung auf das Wirtslager ablei-
ten und resiimierend unsere beobachtete intensivere Osteogenese bevorzugt an den Grenzfli-

chen zum kndchernen Transplantat erkliren.

Als eine weitere Erklarung fiir die fehlende Integration konnen die Beobachtungen von Wein-
ldnder et al. [106] dienlich sein. Histologisch stellte die Arbeitsgruppe bei der Implantation
einer Hydroxylapatit- Keramik fest, dass Implantatfragmente, die nicht direkt mit dem Lager-
knochen in Kontakt standen, von kollagenfaserigen Septen eingescheidet wurden und somit
fiir die Knochenneubildung bedeutungslos waren. In deren Umgebung beobachteten sie vor
allem Fremdkorperriesenzellen und geringe Rundzellinfiltrate, die als Zeichen einer Fremd-

korperreaktion gewertet werden kdnnen.

Auch Heisel [43] beobachtete bei seinen Versuchen mit einer Suspension aus einem Hydroxy-
lapatitgranulat (Korngrofle zw. 50 — 150 pm) und verschiedenen Triagerlosungen eine offen-
sichtliche Knochen- und Kallusbildung bei direktem Kontakt seiner Implantate mit dem er-

satzstarken Lager am Versuchstier Kaninchen. Er leitete daraus einen deutlichen Einfluss der
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Konstellation zwischen Implantat und Implantatbett auf die Osteogenese und Kallusbildung

durch sein Hydroxylapatit- Granulat ab.

Schnettler [91], Dingeldein [24] und Laschke et al. [63] setzten, speziell fiir die erfolgreiche
Integration von Ostim”® aber auch fiir andere Knochenersatzstoffe, den direkten Kontakt des
Implantates mit dem Lagerknochen voraus und machten darauf aufmerksam, dass ein Kontakt
mit dem Lagerknochen fiir die Vaskularisierung des Defektgebietes und damit fiir die Integra-

tion von fundamentaler Bedeutung ist.

Reif et al. [78] postulierten, dass bei der Verbesserung der Revaskularisierungsbedingungen
die Aussicht auf Erfolg bei der Anwendung von Implantatwerkstoffen steigen. Die Arbeits-
gruppe um Kilian et al. [53] untersuchte in diesem Zusammenhang speziell die Angiogenese
bei der Anwendung von Ostim® allein, in Verbindung mit dem Plasma- Transglutaminase-
Faktor XIII und im Leerdefekt bei einem critical-size-defect an Ratten- Femora. Die Angio-
genese in der Behandlungsgruppe Ostim® allein war dabei aber auf das Interface zwischen
Lagerknochen und Implantat beschriankt. Ausgeprigter war die Angiogenese im Leerdefekt

als auch in der Kombination mit dem zugegebenen Faktor XIII.

Somit scheint es nun mdglich, die Fille von Desintegration, die iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum, liber alle Behandlungsgruppen hinweg auftraten, damit zu erkldren, dass es sich bei
Ostim® um eine pastdse Suspension handelt, die zwar einen formschliissigen Kontakt mit dem
Implantatbett in der distalen Metaphyse des Femur eingehen sollte, aber eben nicht wie ein
»press fit*“ Korper beurteilt werden kann. Es besteht keine Kontrolle {iber den postoperativen

Kontakt.

Schnettler und Dingeldein [90] argumentieren kontrdr dazu mit der groBBen Oberflache, die
sich durch die Nanokristalle ergibt und ca. 100 m*/g betréigt. Damit ergibt sich ihrer Meinung
nach ein sehr dichter Schluss zwischen Ostim”® und dem umgebenden Knochenareal. Unter-
stiitzt wird dieser Aspekt der OberflichengroBBe auch von Stiitzle et al. [98]: Threr Meinung
nach wird generell die Integration eines Transplantates beschleunigt, je groBer dessen Ober-
fliche in Bezug zum Transplantatvolumen steht. Sich anschlieBende Faktoren in dieser Ar-
gumentationskette sind die grofere Angriffsfliache, eine akzelerierte Revaskularisierung sowie

die gesteigerte Wirkung osteoinduktiver Faktoren.

Allgemeine Giiltigkeit hat aber auch die Forderung an eine Implantation, Relativbewegungen
zwischen Implantat und kndchernem Lager zu vermeiden. Schenk [89] als auch Rueger [85]
setzen dies bei einer gewollten, erfolgreichen Integration im Allgemeinen als auch speziell fiir

synthetische Kalziumphosphatkeramiken voraus. Kommt es dennoch zu solchen Relativbe-

61



Diskussion

wegungen, resultierten ein Einsprossen von Bindegewebe zwischen beide Komponenten und

der bindegewebige Verschluss von moglichen Implantatporen ohne kndchernen Durchbau.

In unseren mikroskopischen Evaluierungen stellten wir weiterhin bei manchen Préparaten
eine periostale bzw. endostale Kallusbildung mit einhergehender Ausdiinnung der Kortikalis

fest. Fiir die Kallusbildung selbst gibt es einige mogliche Erklarungen.

Eine Kallusformation und -bildung entsteht nach dem Verstindnis von Kiintscher [61] durch
einen speziellen Reiz - den Reiz der Entziindung. Nach Weinldnder et al. [106] sind die pha-
gozytoseabhingige Bioresorptionen mit gleichzeitigen chronischen Entziindungserscheinun-
gen verbunden. Somit konnen die von uns beobachteten Befunde an der Kortikalis, nament-
lich die Kallusbildung und Ausdiinnung, damit in Zusammenhang gebracht werden: Die na-
nopartikulire Struktur des Ostim® unterstiitzt die Resorption aufgrund seines Aufbaues im
Rahmen der Phagozytose, 16st damit eine Entziindungsreaktion aus und als Endergebnis resul-

tiert die von uns beobachtete Kallusbildung als auch Ausdiinnung der Kortikalis.

Die Entziindungsreaktionen selbst konnen dann wiederum positiv auf die Korrosion bzw. Re-

sorption eines Implantates wirken [78].

In den beiden Behandlungsgruppen Ostim®/autogene Spongiosa bzw. Ostim®/allogene Spon-
giosa erhielten wir ein wiederholt heterogenes Bild der Resorption und Integration unserer
Implantate. Eine Aufteilung der Untersuchungsergebnisse in zwei Gruppen war in der iiber-
wiegenden Anzahl der Untersuchungszeitpunkte moglich. Einerseits konnte ein jeweils kom-
plett scholliger Zerfall der Implantate beobachtet werden und andererseits eine nur auf den
Rand beschrinkte Degradation mit partiellem Einscheiden des Implantates bzw. interponier-
tem Bindegewebe zwischen Implantat und umgebenden Knochen. Das eingebrachte autogene
oder allogene Knochenmaterial unterlag entweder regen Resorptions- und Umbaureaktionen
oder aber es blieb areaktiv als Bestandteil des Implantates im Zentrum des aufgefiillten De-
fektes liegen. Beim Vergleich des Verlaufes der Mittelwerte {iber die Versuchsdauer hinweg,
zum Beispiel fiir die berechneten Knochenvolumina zu den einzelnen Untersuchungszeit-
punkten, war der Unterschied zur Kontrollgruppe Ostim® allein bei der Gruppe
Ostim"/allogene Spongiosa am kleinsten. Zueinander verhielten sich auch die beiden Aug-
mentationsgruppen édhnlich. Jedoch konnte weder fiir den Zusatz von autogenem noch fiir
allogenem Knochen ein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Zusammenfassend konn-
ten wir feststellen, dass die Augmentationsgruppen im Durchschnitt zur Kontrollgruppe
Ostim® allein, sich gleichende Ergebnisse in Hinblick auf die Befunde der Histologie und

Histomorphometrie lieferten.
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In der Literatur wurden unsere Ergebnisse bei Versuchen mit dhnlichen Untersuchungsansét-

zen bestatigt.

Thorwarth et al. untersuchten an Hausschweinen die knocherne Regeneration von Ostim®
allein und von Ostim® mit 25 % autogener Spongiosa im Gegensatz zu einer Kontrollgruppe,
in der nur autogene Spongiosa allein zugesetzt wurde. Nach 14 Tagen fanden sie, in Konkor-
danz zu unseren Befunden der Gruppe Ostim® allein, ebenfalls eine aus fibrésem Bindegewe-
be bestehende Schicht zwischen ihren Implantaten und dem umgebenden Knochen. Es zeigten
sich gleichfalls Resorptionslakunen an der Oberflache und partiell kam es zur Infiltration von
Bindegewebe in das Implantat hinein. Nach 21 Tagen wurde vorwachsender, trabekulérer
Knochen und im Zentrum verbliebene Ostim®- Fragmente beobachtet. Die spiteren Zeitpunk-
te decken sich insofern nicht mehr mit unseren Befunden, da ein komplettes Ausfiillen der
Defekte mit einer ebenso vollstindigen Resorption von Ostim® unsererseits nicht evaluiert
werden konnte. Die Gruppe Ostim® mit 25 % autogener Spongiosa bietet ein dhnliches Bild.
Auch hier kénnen wir die Befunde bis zum 21. Tag mit unseren Beobachtungen in Uberein-
stimmung bringen. Die spdter von dieser Arbeitsgruppe, zu zwei Drittel bzw. komplett, ge-
fiillte Defektfliche mit Knochen konnten wir bei unseren Préparaten nicht ausmachen. Ein
weiterer Aspekt der Ubereinstimmung hingegen liegt in der Beobachtung der randstindigen

beginnenden und sich nach zentripetal ausdehnenden Knochenneubildung.

Prinzipiell ist der Zusatz von autogenem Knochengewebe als vorteilhaft zu bewerten. Dabei
steht vor allem die Ubertragung von funktionsfihigen Osteoblasten und deren Vorliuferzellen
im Vordergrund. Diese sind fiir eine ausgeprigte Knochenneubildung verantwortlich. Da al-
lerdings nur ein kleiner Teil der {ibertragenen Osteoblasten des Knochentransplantates iiberle-
ben, sind es iiberwiegend die osteoblastiren Vorlduferzellen, welche fiir eine Knochenneu-
formation und schnelle Regenration von Knochendefekten sorgen [19, 71]. Doch wirken nach
Drenhaus et al. [26] auf diese Vorlduferzellen die gleichen degenerativ wirkenden Ursachen

ein wie auf die Osteoblasten.

Demnach miissten sich die positiven Eigenschaften bei der Augmentation mit autogener ei-
gentlich auch in den Ergebnissen unserer Untersuchungen wieder finden lassen. Das ist vor
allem erst am Endpunkt unseres Experimentes der Fall. Nach 12 Wochen kénnen wir beim
Vergleich der Mittelwerte flir die Knochenflachen eindeutig feststellen, dass die Kombination
von Ostim® mit autogenem Knochen einen groBeren Anteil gegeniiber den Gruppen Ostim®™
allein und Ostim® mit allogenem Knochen einnimmt. Diese Beobachtungen machten auch

Thorwarth et al. [101].
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Bei ihren Untersuchungen von Ostim® mit 25 % autogenem Knochen beobachteten sie zusitz-
lich, ebenso wie wir, eine verzdgerte Resorption der Implantate. Einen Grund dafiir vermute-

ten sie in der erhShten Stabilitit beim Zusatz von Spongiosa im Vergleich zu Ostim® allein.

Eine zusitzliche Beobachtung wihrend unserer Operationen war das unterschiedliche Auftre-
ten von Blutungen nach dem Setzten des Knochendefektes. Bei einigen Tieren kam es zu ei-
ner deutlichen Blutung aus der Spongiosa, bei anderen Tieren nicht. Diese Beobachtungen
scheinen insofern von Bedeutung als dass durch die unmittelbare Nihe von Blutgewebe eine
Regenerationskaskade durch Wachstumsfaktoren hervorgerufen werden kann. Verantwortlich
dafiir sind durch die Operation verletzte Blutgefiaf3e. Diese rufen die Bildung von Fibrinkoa-
gula durch zirkulierende Thrombozyten hervor, welche degranulieren und letztlich Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine freisetzten. Hauptsdchlich handelt es sich dabei um die PDGF
(Platelet derived growth factor) und 7GF f (Transforming growth factor ). Diese wiederum
sind wichtig fiir die Zelldifferenzierung und Zellproliferation der mesenchymalen Stammzel-
len [29]. Somit wire es also denkbar, dass durch das unterschiedlich starke Auftreten von

Blutungen wéhrend der Operation unsere heterogenen Befunde entstanden sind.

Zusammenfassend konnten wir feststellen, dass wir in allen Behandlungsgruppen zu allen
Untersuchungszeitpunkten eine mehr oder weniger ausgeprigte Integration und Resorption
unserer Implantate sahen. In der iiberwiegenden Zahl der Fille hatten wir innerhalb der Be-
handlungsgruppen eine Aufspaltung in zwei Lager: Entweder kam es zu einem komplett
scholligen Zerfall des Implantates mit einer zentripetal gerichteten Knochenneubildung vom
Lagerknochen aus oder aber es kam zu einer Ausbildung von Bindegewebe im Interface mit
einer nur verzogerten Degradation der Implantate. Ebenso beobachteten wir Osteoklasten und

vereinzelt Rundzellinfiltrate.

Histomorphometrisch kénnen wir von einer iiberlegenen Knochenneubildung innerhalb der
ersten sechs Wochen bei der Anwendung von Ostim® allein sprechen. Histologisch konnte
bereits nach zwei Wochen ein randstindig beginnender Zerfall der Hydroxylapatitpaste beo-
bachtet werden der von einer weiteren Knochenneubildung ins Zentrum des Defektes beglei-
tet wurde. Einzig und allein in dieser Gruppe war eine kontinuierlich ansteigende Knochen-
bildung evaluierbar. Bestand ein direkter Knochenkontakt, so lie sich nur vereinzelt interpo-

niertes Bindegewebe ausmachen.

Der Zusatz von autogener Spongiosa hat in diesem Zeitraum zu keinen verbesserten Ergeb-
nissen gefiithrt. Die in der Literatur beschriebenen positiven Effekte konnten erst zum End-

punkt nach zwolf Wochen anhand von Messungen zum Knochenfldchenanteil gegeniiber der
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Gesamtflache des Defektes bestitigt werden. Zu Beginn hingegen fiel diese Implantatgruppe
gar mit einem kleiner werdenden Knochenfldchenanteil auf. Histologisch war ebenfalls eine
Einteilung des Einheilungsverhaltens in zwei unterschiedliche Gruppen moglich- einerseits
bindegewebsfreie Degradation des Mischimplantates und andererseits bindegewebige Ein-

scheidung mit einem fast als areaktiv zu bezeichnenden Resorptionsprozess.

Ahnlich lassen sich die Ergebnisse beim Zusatz von allogenem Knochen zusammenfassen. Zu
Beginn zeigt diese Behandlungsgruppe eine, zu Ostim” allein vergleichbar, groBer werdende
Knochenfldche. In der sechsten Wochen kommt es aber zu einer regredienten Entwicklung
dieser Werte. Zu den letzten beiden Untersuchungszeitpunkten nach acht und zwolf Wochen
pendelt sich der Gehalt von neugebildetem Knochen auf einer gehobenen Ebene, vergleichbar
zum Zusatz von autogenem Knochen, ein. Histologisch kann man auch hier eine randsténdige
Knochenneubildung ausmachen. Interponiertes Bindegewebe kommt nur vereinzelt vor, so
lang das Implantat Kontakt zum Wirtsknochen hat. Eine Zweiteilung der Befunde lésst sich

analog zur Behandlungsgruppe mit autogenem Knochen erheben.

Das Gesamtbild der Ergebnisse dieser Versuchsanordnung ldsst uns zum Schluss kommen,
dass ein Zusatz von autogenem oder allogenem Knochengwebe die Einheilung von Ostim®

weder negativ beeinflusst, noch statistisch verbessert.
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6 Zusammenfassung
Im Rahmen einer tierexperiementellen Verlaufsbeobachtung wurde das Einheilungsverhalten
der nanopartikulidren Hydroxylapatitpaste Ostim® allein und in Verbindung mit autogenem

und allogenem Knochengewebe verglichen.

Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich iiber minimal zwei bis maximal zwolf Wochen.
Insgesamt wurden jedem der 60 Weissen Neuseeldnder Kaninchen zwei distale Femurdefekte
mit einem Durchmesser von 4,0 mm gesetzt. Jeder dieser Knochendefekte wurde anschlie-
fend mit einem Implantat verschlossen. Fiir jedes Implantat standen zu jedem Untersu-
chungszeitpunkt vier Tiere und damit acht unterschiedliche Implantationsorte zur Verfiigung.
Es folgte nach Euthanasie und Entnahme der Femura samt Implantaten die Anfertigung von
unentkalkten Diinnschliffen mit unterschiedlichen Farbungen. Fiir die histomorphometrische
Evaluierung kam die Trichrom Farbung nach Ladewig, fiir die histomorphologische zusétzlich
die Farbungen nach Giemsa und Goldner. Das Einheilungsverhalten der unterschiedlichen
Priparate wurde nach der Degradation des Knochenersatzstoffes, der Knochenneubildung und
dem Kontakt zwischen Implantat und Lagerknochen bewertet. Dabei stellte sich in jeder Un-
tersuchungsgruppe ein heterogenes Bild der Ergebnisse dar. Entweder konnte ein komplett
scholliger Zerfall der Implantate beobachtet werden oder es kam nur zu einer partiellen De-
gradation am Rand des Implantates mit ausgeprigter Bindegewebsneubildung im Interface
zwischen Implantat und Knochen. Fiir die Untersuchungsgruppe Ostim® allein lasst sich fest-
halten, dass es hier zur einer sehr deutlichen und akzelerierten Knochenneubildung innerhalb
der ersten sechs Wochen gegeniiber den anderen Untersuchungsgruppen kam. Verantwortlich
dafiir sind die gro3e Oberfliche aufgrund der nanopartikuldren Zusammensetzung und pasto-
se Beschaffenheit, die eine schnelle Angiogenese zuldsst. Zum Endpunkt nach zwolf Wochen
wurde eine geringere Knochenneubildung (15,7%) gegeniiber den Vergleichsgruppen (auto-
gen: 20,6%; allogen 20,3%) gemessen. Nachteilig erscheint die singuldre Anwendung von
Ostim® in Hinblick auf eine Primérstabilitit, so dass prinzipiell immer auf eine ausreichende
Stabilitdt des Defektgebietes, z.B. in Kombination mit einer Osteosynthese, geachtet werden
muss. Ostim™/autogene Spongiosa zeigte einen atypischen Verlauf der Knochenneubildung.
Bis zur vierten Woche wurde eine Abnahme der Knochenflidche evaluiert. Zur sechsten Wo-
che stieg die Knochenneubildung auf ein hohes Niveau (21,6%) und verblieb dort bis zum
Ende der Untersuchung. Eine in der Literatur beschriebene Verbesserung des Einheilungsver-
haltens durch die positiven Eigenschaften autogenen Knochengewebes, das in der Literatur
als ,,Goldstandard“ des Knochenersatzes gilt [1, 2, 4, 7, 15, 19, 26, 38, 48, 52, 57, 85, 90],

konnten wir nicht bestdtigen. Durch den Zusatz autogenen Knochengewebes konnte aber die
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Zusammenfassung

Stabilitit des Implantates bei der Implantation erhdht werden. Ostim®™/allogene Spongiosa bot
in den ersten sechs Wochen einen dhnlichen Verlauf wie Ostim® allein, jedoch mit einem ge-
ringeren Volumen neugebildeten Knochens. Nach der achten Woche konnte in dieser Unter-
suchungsgruppe die groBite Knochenfldche (23,4%) gemessen werden. Nach der zwolften
Woche glichen sich die Werte an die von Ostim™/autogene Spongiosa an. Eine Verbesserung
der Knochenneubildung durch das osteokonduktiv wirkende Knochentransplantat konnten wir
nicht quantifizieren. Eine Erh6hung der biologischen Wertigkeit des Implantates konnte somit

nicht gefunden werden.
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Thesen

Autogenes Knochengewebe wirkt osteoinduktiv und ist bei der Therapie von Knochen-

defekten bis heute das Verfahren mit der besten Regenerationspotenz.

Die Spongiosaentnahme als Zweiteingriff am Beckenkamm kann Komplikationen wie
Pardsthesien, Frakturen und Infektionen verursachen und fiihrt hdufig zu langfristigen

Beschwerden.

Bei Verwendung allogenen Knochengewebes ist kein Zweiteingriff erforderlich, jedoch
verbleibt auch nach entsprechender Prozessierung ein Infektionsrisiko. Allogener Kno-
chen wirkt im Gegensatz zum autologen Transplantat nur als osteokonduktive Leitstruk-

tur.

Knochenersatzstoffe bieten bei der Behandlung von Knochendefekten eine Alternative
mit uneingeschrankter Verfligbarkeit. Ein idealer Knochenersatzstoft sollte nach Ein-
bringen im gleichen Maf3e resorbiert werden wie sich neuer Knochen im Defektgebiet
bildet. Bei nicht resorbierbaren Substanzen muss zum dauerhaften Ersatz eine Stabilitét
durch Einwachsen des umgebenden Knochens erreicht werden. Hydroxylapatit wird vor
diesem Hintergrund durch seine in zahlreichen Studien belegte, gute Biokompatibilitdt

am héufigsten als Knochenersatzstoff eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein nanopartikulirer Hydroxylapatit (Ostim™) in Ver-
bindung mit autogenem und allogenem Knochengewebe auf sein Einheilungsverhalten
untersucht. Die Substanz wird als wissrige Suspension von pastdser Konsistenz implan-

tiert.

Das Kaninchen ist als Versuchstier und reproduzierbares Tiermodell zur Beurteilung
von Knochenregeneration und Implantateinheilung aus zahlreichen Studien bekannt. Als
Defektmodell wurde ein Bohrloch mit einem Durchmesser von 4,0 mm an der distalen
Femurmetaphyse gewéhlt. In den Defekt wurde die Hydroxylapatitpaste in Kombination

mit autogenem oder allogenem Knochengewebe implantiert.
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Thesen

7.

10.

11.

Die Untersuchung des Einheilungsverhaltens erfolgte in Abhéngigkeit vom physiologi-
schen Verlauf der Osteogenese nach 2 Wochen, 4 Wochen, 6 Wochen, 8 Wochen und
12 Wochen. Nach diesen Versuchszeiten wurden Diinnschliffe angefertigt und mit der
Trichrom-Goldner- Farbung, der Ladewig- Farbung und der Giemsa- Farbung zur histo-

logischen Auswertung vorbereitet.

Die angefirbten Praparate wurden zur Auswertung der Knochenneubildung im Defekt
und der knochernen Einheilung der Implantate sowohl histomorphologisch als auch

histomorphometrisch untersucht.

Histomorphologisch konnte eine kndcherne Integration von Ostim® nur teilweise beo-
bachtet werden. In allen Versuchsgruppen traten grof3e interindividuelle Unterschiede in
den einzelnen Versuchsgruppen auf. Ausgedehnte Fremdkorperreaktionen oder Entziin-

dungsreaktionen gegeniiber Ostim® wurden nicht beobachtet.

Die statistische Auswertung der Histomorphometrie ergab keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den einzelnen Implantatkombinationen.
Die Augmentation von Ostim® mit autogenem oder allogenem Knochengewebe zeigt im

Gegensatz zur Anwendung von Ostim” allein keinen Unterschied in Bezug auf den

morphologischen Verlauf der knéchernen Einheilung.
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